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Résumé

À travers cette étude, nous nous sommes intéressés à l’évaluation de l’activité

protéolytique d’une collection de dix-huit souches de bactéries lactiques d’origine locale

(dix souches d’Enterococcus sp. et huit de Lactobacillus sp.). Les résultats obtenus

montrent que la totalité de nos souches ont été protéolytiques.

Nous avons procédé, par la suite, à caractérisation physico-chimique partielle de

l’activité enzymatique des exo et des endoprotéases de deux souches révélées comme les

plus protéolytiques : Enterococcus sp. E5 et Lactobacillus sp. L1. L’activité des

exoprotéases a été plus importante que celles des endoprotéases.

Ces enzymes se sont avérées sensibles aux variations de la température, du pH et la

présence de quelques effecteurs (EDTA, NaCl, CaCl et tween 80). Ainsi, la souche

d’Enterococcus sp. E5 a présenté un bon pouvoir autolytique et meilleur que celui de la

souche Lactobacillus sp. L1.

Mots clés: Bactéries lactiques, activité protéolytique, exoprotéase, endoprotéase, autolyse.



Abstract

In this study, we were interested for evaluation of the proteolytic activity for a collection of

eighteen local isolates of lactic acid bacteria (ten strains of Enterococcus sp. and eight of

Lactobacillus sp.). The results showed that the totality of strains were proteolytically

active.

Thereafter, we carried a partial physicochemical characterization of the enzymatic activity

of exo and endoproteases of two strains revealed as the most proteolytic: Enterococcus

spp. E5 and Lactobacillus sp. L1. The exoprotease activity was higher than that of the

endoprotease.

These enzymes proved to be sensitive to changes in temperature, pH and the presence of

some effectors (EDTA, NaCl, CaCl and Tween 80). Thus, Enterococcus sp. E5 was

presented a good autolytic activity which better than that of the Lactobacillus sp. L1.

Key-words: Lactic acid bacteria, proteolytic activity, exoprotease, endoprotease, autolysis.



الملخص

عشر سلالات  (اھتممنا بتقییم النشاط ألبروتیني لثمانیة عشر سلالة من البكتیریا اللبنیة المحلیة  ، من خلال ھذه الدراسة

Lactobacillusمن جنس sp.   ثمانیة من جنس  وEnterococcus sp.

الذي سمح بدراسة بعض الخصائص الفیزیائیة و الكیمیائیة للنشاط  ، بروتینيأظھرت النتائج أن كل السلالات لھا نشاط 

Lactobacillusالإنزیمي الداخلي و الخارجي للسلالتین sp. L1 وEnterococcus sp. E5   باعتبارھما الأكثر

  .فكان النشاط الإنزیمي الخارجي أفضل من النشاط الداخلي. نشاطا

EDTA(درجة الحموضة و وجود بعض المؤثرات , لتغیرات درجة الحرارة حساسة اثبت أنھغیر أن ھذه الإنزیمات 

NaCl،CaCl  و(Tween Enterococcus كما بینت النتائج أن سلالة. 80 sp. E5     لھا قدرة عالیة على

Lactobacillusالانحلال الذاتي مقارنة بالسلالة sp. L1.

.   الانحلال الذاتي, البروتینات الداخلیة, البروتینات الخارجیة, النشاط البروتیني, البكتیریا اللبنیة :الكلمات المفتاحیة



Table des Matières

Liste des tableaux .................................................................................................................. I

Liste des figures ..................................................................................................................... II

Liste des abréviations ............................................................................................................ III

Introduction ........................................................................................................................... 01

Partie I : Synthèse Bibliographique

Chapitre I : Bactéries lactiques

I.1. Généralités......................................................................................................................... 03

I.2. Les principales caractéristiques....................................................................................... 03

I.3. Habitat et origine des bactéries lactiques .......................................................................... 04

I.4. Classification..................................................................................................................... 04

I.5. Identification des bactéries lactiques................................................................................ 06

I.6. Les principaux genres des bactéries lactiques................................................................... 07

I.6.1. Lactobacillus .................................................................................................................. 07

I.6.2. Enterococcus .................................................................................................................. 08

I.6.3. Streptococcus ................................................................................................................. 09

I.6.4. Lactococcus .................................................................................................................... 09

I.6.5. Pediococcus et Tetragenococcus ................................................................................... 09

I.6.6. Leuconostoc................................................................................................................... 10

I.6.7. Bifidobacterium .............................................................................................................. 10

I.7. Principales voies fermentaires des bactéries lactiques11.................................................. 11

I.7.1.Voie homofermentaire ou EMP ...................................................................................... 11

I.7.2.Voie hétérofermentraire ou voie des pentoses phosphates.............................................. 11

I.8. Propriétés fonctionnelles et technologiques recherchées .................................................. 13

I.8.1. Aptitude acidifiante ........................................................................................................ 13

I.8.2. Activité protéolytique..................................................................................................... 13

I.8.3. Activité lipolytique......................................................................................................... 13

I .8.4. Aptitude aromatisante ................................................................................................... 14

I.8.5. Production des substances inhibitrices........................................................................... 14

I.8.6. Formation des exopolysaccharides ................................................................................ 14

I.8.7. Performance ................................................................................................................... 15

I.8.8. Propriété probiotique..................................................................................................... 15

I.9. Applications ...................................................................................................................... 16

Chapitre II : Protéolyse et Autolyse des BL

II.1. Protéolyse et nutrition azotée des bactéries lactiques ...................................................... 17

II.2. Généralité sur Les caséines du lait................................................................................... 17

II.3. Les protéases.................................................................................................................... 18

II.3.1. Généralités sur les protéases ........................................................................................ 18

II.3.2. Propriété........................................................................................................................ 19

II.3.3. Classification ................................................................................................................ 20



Table des Matières

II.3.3.1. Les exopeptidases ...................................................................................................... 22

II.3.3.2. Les peptides de transport ........................................................................................... 22

II.3.3.3. Les endopeptidases .................................................................................................... 22

II.4. Régulation de la protéolyse chez les bactéries lactiques ................................................. 23

II.5. Catabolismes des acides aminés ...................................................................................... 24

II.6. Autolyse bactérienne........................................................................................................ 24

II.6.1. Les autolysines.............................................................................................................. 25

II.6.2. Facteur d’induction de l’autolyse bactérienne .............................................................. 26

II.6.2.1. Les facteurs physico-chimiques................................................................................. 26

II.6.2.2. Les facteurs enzymatiques ......................................................................................... 27

II.7. Intérêt de l’activité protéolytique et autolytique des bactéries lactiques ......................... 27

II.8. Les amines biogènes ........................................................................................................ 27

II. Matériel et Méthodes

II.1. Matériel ............................................................................................................................ 29

II.1.1. Matériel biologique....................................................................................................... 29

II.1.1.1. Les souches bactériennes ........................................................................................... 29

II.1.1.2. Le lait écrémé............................................................................................................. 30

II.1.2. Milieux de culture ......................................................................................................... 30

II.1.3. Produits chimiques........................................................................................................ 31

II.1.4.Tampons......................................................................................................................... 31

II.1.5. Appareillage.................................................................................................................. 31

II.2. Méthodes.......................................................................................................................... 32

II.2.1. Revivification et purification des souches bactériennes ............................................... 32

II.2.2. Confirmation de la pureté des souches ......................................................................... 32

II.2.2.1.Coloration de Gram..................................................................................................... 32

II.2.2.2.Test de la catalase ..................................................................................................... 32

II.2.3. Etude de l’activité protéolytique des souches lactiques................................................ 32

II.2.3.1. Activité protéolytique sur gélose MRS au lait........................................................... 32

II.2.3.2. Activité protéolytique sur milieu Agar au lait .......................................................... 33

II.2.4. Caractérisation physico-chimique partielle de l’activité protéolytique ........................ 33

II.2.4.1. Suivi de la croissance bactérienne des deux souches lactiques ................................. 33

II.2.4.2. Préparation de l’extrait enzymatique des exoprotéases ............................................. 33

II.2.4.3. Préparation de l’extrait enzymatique des endoprotéases ........................................... 34

II.2.4.4. Détermination de la concentration en protéines totales extraits enzymatiques

................................................................................................................................................. 34

II.2.4.5. Détermination de l’activité protéasique des exo et endoprotéases ............................ 34

II.2.4.6. Détermination de l’activité spécifique ....................................................................... 34

II.2.4.7. Facteurs influençant l’activité protéasique des souches lactiques ............................. 35

II.2.4.7.1. Effet du pH.............................................................................................................. 35

II.2.4.7.2. Effet de la température............................................................................................ 35

II.2.4.7.3. Effet des effecteurs .............................................................................................. 35

II.2.5. Activité autolytique....................................................................................................... 35



Table des Matières

II. Résultat et discussion

III.1. Revivification et l’identification des souches lactiques ................................................ 37

III.1.1. Examen macroscopique............................................................................................... 37

III.1.2. Examen microscopique................................................................................................ 38

III.2. Mise en évidance protéolytique...................................................................................... 39

III.2.1 .Pouvoir protéolytique sur gélose MRS au lait............................................................. 39

III.2.2. Pouvoir protéolytique sur milieu Agar au lait (milieu A/B)........................................ 42

III.3. Caractérisation physico-chimique partielle de l’activité protéolytique.......................... 44

III.3.1. Suivi de la croissance bactérienne ............................................................................... 44

III.3.2. Détermination de l’activité spécifique des extraits enzymatiques............................... 45

III.3.2.1. Détermination de l’activité spécifique des exoprotéases.......................................... 45

III.3.2.2. Détermination de l’activité spécifique des endoprotéases........................................ 46

III.4. Facteurs influençant L’activité protéasique U/ml des souches lactiques ....................... 48

III.4.1. Effet du pH .................................................................................................................. 48

III.4.2. Effet de la température ................................................................................................ 50

III.4.3. Effet des effecteurs ...................................................................................................... 52

III.5. Activité autolytique ........................................................................................................ 55

Conclusion et perspectives .................................................................................................... 57

Références bibliographiques

Annexes



Liste des tableaux

I

Tableau 01 : Composition et certaines caractéristiques des caséines ..................................... 18

Tableau 02 : Classification des protéases ............................................................................... 21

Tableau 03 : Espèces de bactéries lactiques utilisées et leurs origines................................... 30

Tableau 04 : Niveau d’activité autolytique et pourcentage exprimé par chaque genre

Bactérien .................................................................................................................................. 35

Tableau 05 : Diamètres (mm) de protéolyse des souches de bactéries lactiques ................... 40

Tableau 06 : Activité protéinasique des souches sur milieu Agar au lait ............................... 43

Tableau 07 : Activité spécifique des exoprotéases................................................................. 46

Tableau 08 : Activité spécifique des endoprotéases............................................................... 47



Liste des figures

II

Figure 01 : Arbre phylogénétique des principaux genres de bactéries lactiques et des

genres associés, obtenu par analyse des ARNr 16S................................................................. 06

Figure 02 : Voies fermentaires de la dégradation du glucose................................................. 12

Figure 03 : Modèle de fonctionnement du système protéolytique des bactéries

lactiques ................................................................................................................................... 23

Figure 04 : Constituants cellulaires libérés par la lyse et état de l’art concernant leur

devenir dans le fromage ........................................................................................................... 25

Figure 05 : Structure du peptidoglycane et spécificité des différentes classes

d’enzymes capables d’hydrolyser le peptidoglycane............................................................... 26

Figure 06 : Revivification des souches étudiées sur bouillon MRS ....................................... 37

Figure 07 : Purification des souches sur milieu MRS ............................................................ 38

Figure 08 : Aspect microscopique des souches codées "L2" et "E9"..................................... 38

Figure 9 : Exemple de résultats de l’activité protéolytique des souches sur milieu

MRS au lait… .......................................................................................................................... 41

Figure 10 : Activité protéolytique des souches sur milieu Agar au lait.................................. 42

Figure 11 : Évolution de la densité optique des cultures pures selon le temps....................... 45

Figure 12 : Effet de pH sur l’activité endoprotéasique des "L1" et "E5"............................... 48

Figure 13 : Effet de pH sur l’activité d’exoprotéase des "L1" et "E5 .................................... 49

Figure 14 : Effet de température sur l’activité endoprotéasique des "L1" et "E5"................. 51

Figure 15 : Effet de température sur l’activité exoprotéasique des "L1"et"E5".................... 51

Figure 16 : Effet des effecteurs sur l’activité endoprotéasique des "L1" et "E5" .................. 53

Figure 17 : Effet des effecteurs sur l’activité exoprotéasique des "L1" et "E5" ................... 54

Figure18: Activité autolytique des souches "L1" et "E5" ...................................................... 55



Liste des abréviations

III

 Noms de genres bactériens

En. : Enterococcus

Lb. : Lactobacillus

Lc. : Lactococcus

Ln. : Leuconostoc

St. : Streptococcus

 Unités de mesures

% : pourcentage

° C : Degré Celsius

Da, KDa: Daltone, Kilodalton

Kg, g, mg: Kilogramme, Gramme, milligramme.

h, min : heure, minute

M, mM : Molaire, millimolaire

ml, μl : millilitre, microlitre 

N : Normalité

nm, mm : nanomètre, millimètre

p/p: poids/poids

rpm : Rotation par minute

T : Temps

T° : Température

U : Unité

ʎ : longueur d’onde 

 Autres abréviations

ADN : Acide Désoxyribonucléique

ARN: Acide Ribonucléique Ribosomique

ATP: Adénosine triphosphate

Aw : Activité de l’eau



Liste des abréviations

IV

BL : Bactérie lactique

BSA : Albumine Sérique Bovine

CaCl2 : Chlorure de calcium

CO2 : Dioxyde de carbone

DO : Densité Optique

EC : Enzyme Commission of Classification

EDTA: Ethylene diamine tétraacétate de sodium

EMP: Embden- Meyerh of-Parnas

EPS: Exopolysaccharide

FAO: Food and Agriculture Organization

FBA: Fructose-1,6-bisphophate aldolase

GC: Guanine + Cytosine

GRAS: Generally Regarded As Safe

HCl : Chlorure d’hydrogène

L(+) : Lactase (+)

NaCl : Chlorure de sodium

NaOH : Hydroxyde de sodium

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

pH : Potentiel d’Hydrogène

SDS : Dodecyle sulfate de sodium

sp. : Espèce non précisée

ssp. : Sous espèce

TCA : Acide Trichloroacétique



Introduction

1

Les bactéries lactiques sont un groupe des bactéries saprophytes, représentant le deuxième

plus grand marché de la production de la biomasse, après les levures. Elles sont

considérées comme les bactéries les plus importantes dans les produits laitiers, raison pour

la quelle elles ont été utilisées pour des siècles comme starter dans les fermentations

laitières. Elles sont capables de produire plusieurs composés : des acides organiques tels

que l'acide lactique, des exopolysaccharides, des substances aromatiques et

antimicrobiennes, ect.. (Budiarto et al., 2014 ; El-Kotami et al., 2015).

Les bactéries lactiques sont largement disponibles dans la nature. Leurs propriétés ont été

utilisées pour la fabrication d’une vaste gamme de produits laitiers comme le fromage, les

yaourts, etc. La première caractéristique recherchée de ces microorganismes est

d’augmenter l'acidité du lait en produisant de l'acide lactique à partir du lactose. En outre,

en raison de la lipolyse et les activités protéolytiques au cours de l'affinage du fromage, les

bactéries lactiques ont un impact significatif sur la formation du goût, d'arôme et de

texture. Elles peuvent également participer à l'augmentation de prestation de santé par la

capacité de diminuer la pression artérielle, stimuler le système immunitaire, favoriser

l'absorption du calcium. Ces effets bénéfiques sont produits par une variété de peptides

libérés lors de l'hydrolyse des protéines du lait (Griffiths et Tellez., 2013 ; Turhan et

Öner , 2014).

Les bactéries lactiques sont des microorganismes exigeants qui nécessitent une source

d'acides aminés ou de peptides, qui sont fournis par la protéolyse des protéines présentes

dans la matière première riches en protéines comme le lait, la viande et les légumes dans

lequel ils sont principalement trouvés (Manca de Nadra, 2007).

La protéolyse est un processus biochimique complexe qui permet la croissance dans des

milieux à faibles concentrations en acides aminés libres et oligopeptides comme le lait. Le

système protéolytique comprend des protéinases situées dans la paroi de la cellule qui

permet la dégradation des caséines en oligopeptides. La deuxième partie du système

protéolytique est le système de transport des peptides qui permet le transit des

oligopeptides publié sur la surface cellulaire. Les peptidases intracellulaires qui

hydrolysent les oligopeptides en petits peptides ou acides aminés constituent la dernière

partie de ce système. Ces enzymes peuvent être libérées dans le milieu extracellulaire par

l’autolyse bactérienne. Cette dernière est liée à l’âge de la cellule ou aux conditions
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physiologiques défavorables qui activent les autolysines capables d’hydrolyser les

peptidoglycanes de la paroi. Les enzymes bactériennes, lorsqu’elles sont libérées dans le

caillé fromager participent efficacement à l’affinage du fromage. (Manca de Nadra, 2007;

Roudj et al., 2009).

Une meilleure connaissance des bactéries lactiques, ainsi qu'une meilleure caractérisation

de leurs activités métaboliques semblent être des voies à privilégier afin de les bien

exploiter soit comme ferment dans les productions industrielles, ou comme probiotique.

Dans ce cadre, le présent travail vise à l’étude du pouvoir protéolytique d’un souchier de

bactéries lactiques isolées à partir de produits laitiers locales (dix souches d’Enterococcus

sp. et huit souches de Lactobacillus sp.), ainsi, la caractérisation physico-chimique partielle

de l’activité enzymatique des exo et des endoprotéases. La lyse des bactéries est corrélée

avec le niveau de protéolyse des caséines et le niveau d'amertume du produit. De ce fait,

nous nous sommes intéressés à la détermination du taux de l’autolyse de nos souches.

Notre présent manuscrit est divisé en trois parties. La première est consacrée à une

synthèse bibliographique articulée autour de deux chapitres, qui vont traiter un état de

connaissance sur les bactéries lactiques, leurs principales caractéristiques, les principales

activités métaboliques suscitant un intérêt technologique : plus précisément l’activité

protéolytique et autolytique. La deuxième partie du manuscrit a rassemblé et énuméré les

différentes méthodes et techniques mis en œuvre dans le cadre de la réalisation de ce

travail. Dans une troisième partie, les résultats obtenus sont interprétés et discutés.

Finalement, une conclusion générale va permettre de récapituler les principaux résultats de

cette étude avec une présentation des principales perspectives envisagées pour la poursuite

de cette thématique de recherche.
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I.1. Généralités

Le terme de bactéries lactiques est intimement associé aux bactéries impliquées dans la

fermentation des aliments pour l’homme et l’animal (Limsowtin et al., 2004 ; Gemechu,

2015). Décrites pour la première fois par Orla-Jensen au début du XXe siècle (Quinto et

al., 2014), Les bactéries lactiques jouent un rôle fondamental dans la conservation des

aliments en raison d’une part, de leur pouvoir acidifiant (acide lactique) qui inhibe la

croissance de la plupart des germes non lactiques et, d’autre part, grâce à leur capacité de

produire d’autres substances antimicrobiennes comme les bactériocines (Cizeikiene et al.,

2013 ; Adeniyi et al., 2015). Les bactéries lactiques sont employées traditionnellement

dans la fermentation de végétaux, de produits laitiers ou carnés et en panification (Chen et

al., 2003 ; Dhamale et al., 2015).

Les bactéries lactiques constituent un groupe hétérogène, qui n’est pas clairement défini du

point de vue taxonomique. Elles rassemblent en effet un certain nombre de genres qui se

caractérisent par la production, liée à un métabolisme exclusivement fermentaire, de

quantités importantes d’acide lactique à partir des sucres (Pilet et al., 2005). Les bactéries

lactiques sont des cellules vivantes, procaryotes, hétérotrophes et chimio-organotrophes.

Elles ont des exigences nutritionnelles nombreuses (acides aminés, peptides, sels, acides

gras et glucides) (Gevers, 2002 ; Hogg, 2005 ; Arena et al., 2015).

I.2. Les principales caractéristiques

Ce sont des coques ou bâtonnets Gram positif, généralement immobiles et non sporulés, de

forme bacilles ou coccidés (Dhamale et al., 2015 ; Tanasupawat et al., 2015). Les

bactéries lactiques ne possèdent ni nitrate réductase, ni catalase, ni cytochrome oxydase

mais elles peuvent survivre en présence d’oxygène. L’absence de catalase est

caractéristique, mais certaines espèces acquièrent cette activité sur des milieux riches en

hème (Hogg, 2005 ; Dhamale et al., 2015 ; Tanasupawat et al., 2015).

Le manganèse joue un rôle important pour les bactéries lactiques en les protégeant de la

toxicité de l’oxygène. Accumulé dans la cellule, cet élément est comparable à la

superoxyde dismutase qui décompose les superoxydes (Hagen et al., 2000 ; Leroy et al.,

2004).

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

On les distingue en deux groupes biochimiques : les homofermentaires et les



Chapitre I Bactéries Lactiques

4

hétérofermentaires. Les homofermentaires produisent deux molécules d’acide lactique

(C3) par glucose (C6) consommé. Chez les hétérofermentaires, seule une molécule d’acide

lactique est produite à partir du glucose (Maret et al., 2015). Une autre molécule en C2 est

produite (en général soit de l’éthanol soit de l’acide acétique) et une molécule d’oxygène.

La différence entre ces deux groupes est détectable par le dégagement de CO2 (Atlan et

al., 2008 ; Maslanka et al., 2015). Elles survivent dans un milieu à faible Aw, et résistent

à l’éthanol (10-15 % éthanol) et au CO2 (Sachindra et al., 2005 ; Nielsen et al., 2008).

Elles ont des exigences nutritionnelles complexes pour les acides aminés, les peptides, les

vitamines, les sels, les bases puriques et pyrimidiques, les acides gras et les glucides

fermentes cibles (Geveres., 2002 ; Hogg, 2005). Croissance à des températures différentes

(10°C et 45°C), des concentrations en NaCl (4% et 6.5%), et le pH (5-8) (Sachindra et al.,

2005 ; Nielsen et al., 2008 ; Tanasupawat et al., 2015).

I.3. Habitat et origine des bactéries lactiques

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

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

fromage, de la viande, des végétaux ou des aliments ensemencés par les végétaux. Elles se

développent avec la levure dans le vin, la bière et le pain. Quelques espèces colonisent le

tube digestif de l’homme et des animaux (Hassan et Frank, 2001 ; Horvath et al., 2009 ;

Turhan et Öner, 2014).

I.4. Classification

La systématique est en évolution permanente. Il n'y a jamais eu de règles unanimement

reconnues sur la façon dont deux bactéries différentes devraient être phénotypiquement

classées. Par exemple, quelles caractéristiques sont importantes dans la définition des sous-

espèces, des espèces et du genre ? La littérature scientifique suit généralement les

recommandations des comités de taxonomie qui opèrent sous les auspices de l'Union

internationale de Sociétés Microbiologiques (Sneath, 2001).

La première classification des bactéries lactiques a été établie en 1919 par Orla-Jensen.

Elle est basée sur les caractéristiques observables telles que les propriétés morphologiques,

biochimiques et physiologiques. Les marqueurs chimiotaxonomiques, comme la

composition des acides gras et les constituants de la membrane cellulaire, ont été

également utilisés pour la classification (Krieg, 2001).
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Les nouveaux outils pour l’identification et la classification des bactéries lactiques

remettent couramment et/ou complètent les méthodologies traditionnelles basées sur les

phénotypes. La classification s’appuie sur des données moléculaires comme la

comparaison des séquences codant pour les ARN16S ribosomiques, …D’après Ludwig et

al. (2008), le phylum Firmicutes comprend trois classes :

Bacilli, Clostridia et Erysipelotrichi. Appartenant à la classe Bacilli, les bactéries

lactiques sont divisées en trois familles :

 Famille des Lactobacillaceae comportant les Lactobacillus, Paralactobacillus et

Pediococcus.

 Famille des Leuconostocaceae contenant les Leuconostoc, Oenococcus et

Weissella.

 Famille des Streptococcaceae comprenant les Streptococcus, Lactococcus et

Lactovum.

Les révisions taxonomiques des bactéries lactiques montrent que ces dernières peuvent

comprendre environ une quarantaine de genres. Les révisions récentes de la taxonomie des

bactéries lactiques sont présentées dans le manuel de (Bergey, 2009).



Chapitre I Bactéries Lactique

Figure 01: Arbre phylogénétique des principaux genres de bactéries lactiques et des genres

associés, obtenu par analyse des ARNr 16S

I.5. Identification des bactéries lactiques

Les méthodes phénotypiques sont toujours utilisées dans le

alimentaire appliquée, les caractérisations morphologiques ainsi que les méthodes

physiologiques, métaboliques, biochimiques et chimiotaxonomiques sont pratiquées. Des

tests physiologiques simples, tels que la croissance à d

aux acides et au sel ainsi que la production de gaz sont utiles pour la différenciation des

genres (Gevers, 2002 ; Temmerman et
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Arbre phylogénétique des principaux genres de bactéries lactiques et des genres

associés, obtenu par analyse des ARNr 16S (Klein, 2003)

des bactéries lactiques

Les méthodes phénotypiques sont toujours utilisées dans les laboratoires de

alimentaire appliquée, les caractérisations morphologiques ainsi que les méthodes

physiologiques, métaboliques, biochimiques et chimiotaxonomiques sont pratiquées. Des

tests physiologiques simples, tels que la croissance à différentes températures, la tolérance

que la production de gaz sont utiles pour la différenciation des

(Gevers, 2002 ; Temmerman et al., 2004).
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Les techniques génotypiques basées sur les acides nucléiques comme le pourcentage en

GC ou l’hybridation ADN/ADN permettent une meilleure différenciation des micro-

organismes à différents niveaux, allant du genre jusqu’à la souche en fonction des

méthodes utilisées (Penaud, 2006). En général, elles ont l'avantage sur les méthodes

d'identification phénotypique de ne pas être influencé par les conditions de culture

(Gevers, 2002). Le séquençage direct du gène d'ARNr 16S est l'une des méthodes les plus

puissantes pour l’identification en une seule étape d'une souche inconnue. Toutefois, il

existe quelques limites (Rossello-Mora et Amann, 2001 ; Van HylckamaVlieg et al.,

2006).

I.6. Les principaux genres des bactéries lactiques

I.6.1. Lactobacillus

Lactobacillaceae comprend le plus grand nombre d'espèces GRAS (Generally Recognized

As Safe) et de nombreuses souches sont parmi les bactéries les plus importantes de la

microbiologie alimentaire et de la nutrition humaine en raison de leur contribution à la

production d'aliments fermentés ou leur utilisation comme probiotiques (Giovanna E.

Felis, Elisa Salvetti et Sandra Torriani 2015).

Il s’agit de bacilles longs et fins (parfois incurvés) souvent groupés en chaînes, immobiles,

asporulés, catalase négative, se développent à un optimum de température situé entre 30 et

40°C. Les lactobacilles ont des exigences nutritionnelles très complexes en acides aminés,

en vitamines, en acides gras, en nucléotides, en glucides et en minéraux) (Guiraud et al.,

2003).

Le genre Lactobacillus a été subdivisé par Orla-Jensen en trois groupes et cette

classification est encore utilisée en milieu industriel (Tamime, 2002 ; Guiraud et Rosec,

2004) :

Groupe I « Thermobacterium» : comprend les lactobacilles homofermentaires

thermophiles qui se développent à 45°C mais pas à 15°C. Les espèces les plus fréquentes

dans l’alimentation (lait,yaourt, fromage) sont Lb. helveticus, Lb. delbrueckii, Lb.

acidophilus.

Groupe II « Streptobacterium» : regroupe les lactobacilles homofermentaires mésophiles

et peuvent être occasionnellement hétérofermentaires en fonction du substrat. Les espèces
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les plus fréquentes dans l’alimentation sont Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. sakeet Lb.

plantarum.

Groupe III « Betabacterium» : ce sont des lactobacilles hétérofermentaires. Il comporte

les espèces Lb. fermentum, Lb. brevis et Lb. sanfransisco.

Les lactobacilles sont très utilisés dans l’industrie agroalimentaire (en laiterie, fromagerie,

charcuterie, dans la fabrication de la choucroute, ...). Leur rôle est également important

dans la fermentation des fruits et légumes (raisin, choucroute, cornichon,…) (Rodas et al.,

2005 ; Figueiredo et al., 2008 ; Siezen et al., 2008).

I.6.2. Enterococcus

Les Enterococcus sont des micro-organismes mésophiles qui se développent dans une

gamme des températures allant de 10 à 45°C, avec une température optimale de 35°C.

Certaines espèces peuvent survivre à 60°C pendant 30min. Ils poussent dans des conditions

hostiles de 6.5% de NaCl, de lait renfermant 0.1 % de bleu de méthylène, de concentration

en sels biliaires de 40 % et dans une gamme de pH comprise entre 4.4 et 9.6 (Galvez et al.,

2012) Les Enterococcus sont des coques homofermentaires ( LeBlanc, 2006 ; Henning et

al., 2015).

Les entérocoques produisent des bactériocines considérées comme des agents de contrôle

biologique dans les aliments, en conservant leurs propriétés organoleptiques et

nutritionnelles, Ils apportent des bénéfices pour la santé (effets positifs sur la flore

intestinale, ils peuvent aussi avoir des propriétés probiotiques (Moreno et al., 2006 ;

Galvez et al., 2012). D’ailleurs, des préparations d’En. faecium et d’En. faecalis sont été

utilisées en tant que probiotiques (Guerra et al., 2007 ; Ruiz-Moyano et al., 2008).

Certaines résistent aux antibiotiques et transfèrent de telles propriétés au moyen d’éléments

génétiques mobiles (Marteau et al., 2004 ; Galvez et al., 2012).

Les espèces rencontrées dans l’alimentation sont essentiellement En. faecalis et les espèces

proches, généralement différenciés par la fermentation de l’arabinose et le sorbitol, ils

croissent entre 10°C et 45°C (Tamime, 2002 ; Ho et al., 2007).
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I.6.3. Streptococcus

Streptococcus sont des coques en paire ou en chaîne, Gram (+), catalase (-), non sporulés,

immobiles et anaérobies facultatifs. Historiquement, la différenciation sérologique de

Lancefield était importante dans la classification des streptocoques. A l’heure actuelle,

cette méthode est moins appréciée dans la classification mais elle reste toujours utile dans

l’identification rapide de la plupart des bactéries pathogènes (Huys et al., 2006 ; Koort et

al., 2006 ; Desar et al., 2008).

Le genre Streptococcus est toujours large et la classification est très mouvementée. Ce

genre est généralement divisé en trois groupes : pyogène (la plus part des espèces

pathogènes et hémolytiques), oral (tel que St. salivarius, St. bovis) et les autres

streptocoques (Huys et al., 2006 ; Koort et al., 2006 ; Desar et al., 2008).

Streptococcus thermophilusse différencie par son habitat (lait et produits laitiers) et son

caractère non pathogène. La résistance à la température, la capacité de croitre à 52°C et le

nombre limité des hydrates de carbones permettent de distinguer les St. thermophilus de la

plupart des autres streptocoques (Pilet et al., 2005).

I.6.4. Lactococcus

Les lactocoque sont la forme de coques Gram positives et s’associent entre elles en paire

ou en chaînes de longueur variable. Ce sont des bactéries anaérobies facultatives, leur

métabolisme est généralement homofermentaires avec, principalement, la production de

l’acide lactique L(+), seul Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis produit le

diacétyle. Elles se distinguent par leur température de croissance minimale inférieure ou

égale à 10°C et optimale voisine de 30°C mais pas à 45°C. Quelques espèces produisent

des exopolysaccharides et des bactériocines. Elles sont capables de se développer à 3% de

bleu de méthylène et d’hydrolyser l’arginine (Tamime, 2002).

Les espèces du genre Lactococcus sont généralement présents dans divers aliments

fermentés, l'environnement de produits laitiers et dans les sources végétales et animales,

mais généralement pas dans les matières fécales ou dans le sol (Teuber et Geis, 2006).

I.6.5. Pediococcus et Tetragenococcus

Les Pediococcus sont des coques homofermentaires dont la particularité est le

regroupement en tétrade. Ils sont mésophiles, le plus souvent incapable d’utiliser le lactose,

et leur développement nécessite la présence de divers facteurs de croissance. Certaines
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espèces se distinguent par leur capacité à se développer à des teneurs en sels très élevées,

comme Pediococcus halophilus, renommé Tetragenococcus halophilus et Tetragenococcus

muriaticus qui tolère jusqu’à 18% de NaCl (Pilet et al., 2005 ; Tanasupawat et al., 2015).

Les espèces de Tetragenococcus ont un rôle crucial dans la fabrication des produits

alimentaires à concentration élevée en sel comme les sauces de soja, alors que les

pediocoques sont parfois utilisés comme levains lactiques pour les charcuteries (Guiraud

et Rosec, 2004 ; Tosukhowong et al., 2005).

I.6.6. Leuconostoc

Ils ressemblent les coques lenticulaires en paires ou en chainettes mésophiles, qui

possèdent un caractère hétérofermentaire marqué, avec production d’acide lactique

(isomère D), de CO2 et d’éthanol (Tanasupawat et al., 2015). Les caractéristiques telles

que l’hydrolyse de l’esculine, la formation de dextrine, la capacité à croître à différents pH

(5-7) et température (20-40°C), l’assimilation de citrate et/ou malate permettent la

différenciation entre les genres Leuconostoc et Weissella (Ho et al., 2007 ;

Tanasupawat et al., 2015). Actuellement, le genre Leuconostoc comprend quatorze

espèces. Le développement des Leuconostoc entraîne souvent l’apparition d’une viscosité

dans le milieu grâce à la production des exopolysaccharides. Les Leuconostoc

principalement Ln. mesenteroides ssp. cremoris et Ln. lactis sont utilisés en association

avec les lactocoques dans l’industrie laitière pour produire en plus de l’acide lactique et le

CO2, des substances aromatiques telles que le diacétyle et l’acétoïne à partir des citrates du

lait (Hassan et Frank, 2001 ; Guiraud, 2003 ; Ogier et al., 2008).

I.6.7. Bifidobacterium

Les Bifidobacterium (l’ancien nom étant Lactobacillus bifidus) sont des bacilles présents

dans la flore intestinale des nouveaux-nés. Les Bifidobacterium sont phylogéniquement

proches des actinomycètes alors que les autres bactéries lactiques sont proches des

clostridies (Guiraud et al., 2003). Souches de Bifidobacterium peuvent survivre le transit

intestinal et persister transitoirement dans le côlon. Les bifidobactéries ont besoin d'un

environnement anaérobie et un pH neutre pour survivre et être viable au nombre requis

pour fournir des avantages thérapeutiques (bifidobacterium bifidum) (Settachaimongkon

et al., 2014). Les rôles thérapeutiques de bifidobactéries dans des modèles animaux et chez

les êtres humains sont dus à quatre mécanismes majeurs, y compris la modulation du

système immunitaire de l'hôte, la résistance aux maladies infectieuses causées par des
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rotavirus et autres entéropathogènes contrôle des maladies inflammatoires de l'intestin

telles que la maladie de Crohn, la colite ulcéreuse et la pochite et la prévention du cancer

(bifidobacterium bifidum) (Settachaimongkon et al., 2014).

I.7. Principales voies fermentaires des bactéries lactiques

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

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

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

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

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

(lactose, saccharose, cellobiose, tréhalose) (Atlan et al., 2008). Selon les genres ou

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

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

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

I.7.1. Voie homofermentaire ou EMP

Les bactéries lactiques homofermentaires comprennent les espèces de lactocoques,

pediocoques, ainsi que certains lactobacilles. Cette voie conduit dans des conditions

optimales de croissance à la production de deux molécules de lactate et deux molécules

d’ATP par molécule de glucose consommée. La fructose-1,6-bisphophate aldolase (FBA)

est une enzyme clé indispensable au fonctionnement de la voie EMP (Wee et al., 2006 ;

Maślanka et al., 2015).

I.7.2. Voie hétérofermentraire ou voie des pentoses phosphates

Les bactéries lactiques qui fermentent le glucose en produisant, en plus de l’acide lactique,

de l’acétate, de l’éthanol et du CO2 sont dites hétérofermentaires. Les groupes principaux

de bactéries présentant ce type de métabolisme sont les leuconostoc et certains

lactobacilles. Ces microorganismes sont dépourvus d’une FBA et le système de transport

PTS (Wee et al., 2006 ; Maślanka et al., 2015).
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Figure 02: Voies fermentaires de la dégradation du glucose

glucokinase, FBA: fructose-1,6

pyruvate kinase, LDH
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: Voies fermentaires de la dégradation du glucose (Atlan et

1,6- bisphosphatealdolase, XPC: xylulose-5-phosphate phosphocétolase, PK:

pyruvate kinase, LDH: lactate déshydrogénase].
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(Atlan et al., 2008).[GLK:

phosphate phosphocétolase, PK:
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I.8. Propriétés fonctionnelles et technologiques recherchées des BL

I.8.1. Aptitude acidifiante

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

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

l’acide lactique à partir de la fermentation des hydrates de carbone au cours de la

croissance bactérienne (Mäyrä-Mäkinen et Bigret, 2004 ; Monnet et al., 2008). Les

conséquences, d’ordre physico-chimique et microbiologique, peuvent se résumer ainsi par

(Béal et al., 2008) :

- Accumulation d’acide lactique participant à la saveur des aliments fermentés;

- Abaissement progressif du pH des milieux de culture et des matrices alimentaires ;

- Limitation des risques de développement des flores pathogène et d’altération dans les

produits finaux ;

- Déstabilisation des micelles de caséines, coagulation des laits et participation à la

synérèse.

Pour un ferment donné, il s’agit de permettre une vitesse d’acidification élevée et/ou

d’atteindre un niveau d’acidité finale prédéfinie. Le niveau d’acidité dépend des

spécifications du produit, lesquelles vont conditionner le choix des souches (Monnet et al.,

2008).

I.8.2. Activité protéolytique

En général, les bactéries lactiques ont une propriété protéolytique sur les protéines

contribuant à la décomposition des peptides en acides aminés (Scannell et al., 2004 ;

Drosinos et al., 2007, Dalmiş et al., 2008). Des peptidases issues de ces bactéries

lactiques hydrolysent des oligopeptides et de ce fait, produisent les substances responsables

de la flaveur et de la texture des produits fermentés (Hughes et al., 2002 ; Papamanoli et

al., 2003 ; Ammor et al., 2005). Les bactéries lactiques démontrent des potentialités

différentes, liées à leur équipement enzymatique, pour l’utilisation de la fraction azotée.

Les lactobacilles présentent généralement une activité protéolytique plus prononcée que les

lactocoques (Donkor et al., 2007 ; Monnet et al., 2008 ; Roudj et al., 2009).

I.8.3. Activité lipolytique

Les propriétés lipolytiques sont généralement faibles chez les bactéries lactiques (Béal et

al., 2008). D’une manière générale on distingue les estérases qui hydrolysent de façon

préférentielle les esters formés avec les acides gras à chaîne courte (C2-C8) et les lipases
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qui sont actives sur des substrats émulsifiés contenant des acides gras à chaîne longue

(>C8), ces enzymes sont impliquées dans l'hydrolyse de mono, di, et triglycérides (Béal et

al., 2008 ; Serhan et al., 2009).

I .8.4. Aptitude aromatisante

Les bactéries lactiques sont capables de produire de nombreux composés aromatiques (tels

que : l'α-acétolactate, l'acétaldéhyde, le diacétyle, l'acétoïne et 2,3-butanediol, l’éthanol, 

l’acétate, le formiate, …etc.) principalement à partir du lactose, du citrate, des acides

aminés et des matières grasses. Cette fonctionnalité est particulièrement importante lors de

l’élaboration des laits fermentés, des fromages frais, crèmes et beurre, dont l’arôme

principal est lié à cette activité microbienne (Gerrit et al., 2005 ; Cholet, 2006).

I.8.4. Production des substances inhibitrices

La propriété des bactéries lactiques à produire des composés antagonistes tels que : les

acides organiques, le peroxyde d’hydrogène et les substances antimicrobiennes, est

reconnue depuis très longtemps. Par cette capacité, l’utilisation des bactéries lactiques

permet de satisfaire les besoins au point de vue sanitaire en industrie alimentaire, pourrait

déboucher vers la biopréservation des aliments (Labioui et al., 2005).

De nombreuses publications font état de production des bactériocines par les bactéries

lactiques, ce sont des substances antimicrobiennes de poids moléculaire variable. Elles ont

une activité inhibitrice dirigée contre les bactéries proches de la souche productrice et leur

spectre d’action est généralement étroit. Les bactériocines telles que la plantacine (produite

de Lb. plantarum), la curvacine (de Lb. curvatus), la leucocine (de Leuconostoc), la

pediocine (de Pediococcus acidilactici) ou la nisine (de Lactococcus) ont démontré leur

efficacité vis-à-vis des Clostridium ssp. (Drosinos et al., 2006 ; Albano et al., 2007;

Todorov et al., 2007).

I.8.5. Formation des exopolysaccharides

La plupart des microorganismes synthétisent les polysaccharides. Certains se trouvent à

l’intérieur de la cellule. D'autres sont des composants de la paroi. Un troisième groupe de

polysaccharides est excrété à l'extérieur de la cellule d’où vient le terme

"exopolysaccharide" (EPS) ou "polysaccharide exocellulaire". Deux types d’EPS, soit

excrété dans le milieu environnant, soit lié à la surface de la cellule sous forme de capsule,
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peuvent être produits par certaines bactéries lactiques (Topisirovic et al., 2006 ; Canquil

et al., 2007 ; Ai et al., 2008).

Les travaux sur les polysaccharides bactériens, leur rôle et les conséquences de leur

existence ont été d’abord réalisés en recherche médicale. A l’heure actuelle, l’utilisation

des EPS couvre de vastes domaines qui vont de l’industrie alimentaire (en particulier les

produits laitiers) et pharmaceutique, à la récupération assistée du pétrole (Ruas- Madiedo

et al., 2002 ;Welman et al., 2003). Ces composés polymères sont généralement considérés

comme des agents épaississants naturels en industrie alimentaire. Les Lb. Delbrueckii ssp.

bulgaricus et Steptococcus thermophilus produisant des EPS sont utilisés en tant que

starters fonctionnels dans la fabrication des yaourts, ceci afin d’améliorer la texture, éviter

la synérèse et augmenter la viscosité des produits finis (Amatayakul et al., 2006 ; Durlu-

Özkaya et al., 2007). L’utilisation des EPS produits par les souches Lactococcus lactis

ssp. Cremoris est très prometteuse pour la structure et la viscosité des produits laitiers

fermentés (Ruas-Madiedo et al., 2005).

I.8.6. Performance

Indépendamment de la propriété fonctionnelle envisagée, les bactéries lactiques doivent

être résistantes aux bactériophages, aux traitements mécaniques, à la congélation ou à la

lyophilisation et au stockage. Elles doivent également être tolérantes aux inhibiteurs de la

croissance (antibiotiques, acidité, éthanol, chlorure de sodium) (Béal et al., 2008).

I.8.7. Propriétés probiotiques

Les probiotiques sont définis par l'Organisation pour l'alimentation et l'agriculture des

Nations Unies (FAO) et mondiale Organisation de la Santé (OMS) (2001,2002) comme

«micro-organismes vivants, qui lorsqu'il est administré des quantités suffisantes confèrent

un avantage de santé sur l'hôte » en plus des activités précédentes, les souches probiotiques

doivent être résistantes aux acides gastriques et aux sels biliaires rencontrés lors de leur

passage dans l’estomac, le duodénum et l’intestin (Ouwehand et al., 2002 ; Da Cruz et

al., 2007). De plus, elles présentent des propriétés thérapeutiques spécifiques à chaque

souche, principalement en termes d’activités immunostimulantes et anti-diarrhéiques

(FAO/WHO, 2002).
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I.9. Applications

Les bactéries lactiques présentent des activités métaboliques responsables de leur large

gamme d’applications à l’échelle industrielle (Maret, 2015). Dans l’industrie alimentaire,

ces microorganismes permettent la conversion d’une grande variété de matières premières,

conduisant ainsi à de nombreux produits. Les laits fermentés et les fromages représentent

des produits fabriqués à partir de matières premières d’origine animale, tandis que la

choucroute, les olives et certains vins (fermentation malolactique) sont des exemples de

transformation de matières premières d’origine végétale (Gemechu, 2015).

Parmi ces applications, l’industrie laitière est, sans doute, le plus grand consommateur de

ferments lactiques commerciaux, pour la production de laits fermentés, fromages, crèmes

et beurres (Gemechu, 2015; Dhamale et al., 2015). Selon Mäyrä-Mäkinen et Bigret

(2004), la fermentation du lait par des bactéries lactiques est à l’origine de plus de mille

produits différents, chacun avec ses caractéristiques spécifiques d’arôme, de texture et de

qualité (Maret, 2015).

Les bactéries lactiques sont également utilisées dans l’industrie chimique (production

d’acide lactique), dans le domaine médical (notamment pour le traitement de

dysfonctionnements intestinaux) et dans l’industrie des additifs alimentaires (production

d’exopolysaccharides et de mannitol) (Ruas-Madiedo et al., 2002 ; Wisselink et al.,

2002 ; Maret, 2015). Elles sont aussi utilisées pour la production de bactériocines

(Cizeikiene et al., 2013) et pourraient être impliquées dans la production de protéines

thérapeutiques ou comme vecteurs de vaccins (Langella et al., 2001 ; Dhamale et al.,

2015).
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II.1. Protéolyse et nutrition azotée des bactéries lactiques

La protéolyse chez les bactéries lactiques est assez bien documentée (Savijoki et al.,

2006 ; Dhamale et al., 2015). La machinerie protéolytique développée chez ces bactéries

est assez complexe de fait de la présence limité d’acide aminés libre dans le milieu lait et

des auxotrophes de ces bactéries pour plusieurs acides aminés (Turhan et Öner, 2014). Le

système protéolytique peut être divisée en plusieurs étapes : les protéines de dégradation,

les peptides de transport et les peptides de dégradation qui joue un rôle clé dans la

fermentation du lait et permet l’obtention d’acide aminé à partir des caséines, les protéines

les plus abondantes dans le lait (Rademaker et al., 2007 ; Kelly et al., 2010 ; Kurniati et

al., 2015).

II.2. Généralités sur les caséines du lait

Les caséines sont les protéines majeures de lait (environ 80% des protéines totales). Elles

se définissent comme étant la fraction protéique qui précipite à pH 4.6 à 20°C. Les

caséines sont au nombre de quatre : caséine-αs1, caséine-αs2, caséine-β et caséine-κ. Ce 

sont des polypeptides phosphorés associés surtout à des constituants minéraux de manière

à former des micelles de phospho-caséinate de calcium et la caséine-κ pouvant être 

également glycosylé (Roe, 2001 ; Fox et al., 2004 ; Chandan, 2006).

Les caséines-α et β sont sensibles à la présence de calcium (elles précipitent), mais elles 

sont très peu sensibles aux enzymes protéolytiques. Par contre, la caséine-κ n’est pas 

affectée par la présence de calcium, mais elle est par les protéases. L’agrégation de ces

trois constituants confère à la micelle une grande stabilité dans le lait et empêche sa

coagulation par les ions du calcium grâce à la caséine-κ (Vignola, 2002 ; Fox et al., 2004 ;

Belitz et al., 2009).
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Tableau 1: Composition et certaines caractéristiques des caséines (Belitz et al., 2009).

Caséines αs1 αs2 β ĸ 

Proportion du

total en

caséine(%)

38 10 35 13

Résidus

d’acides aminés

199 207 209 169

Groupement

phosphate

8 10-13 5 1

Résidus

cystéine

- 2 - 2

Poids

moléculaire

(Da)

23164 25388 23983 19038

pH isoélectrique 4.1 4.1 4.5-5.3 4.1-4.5

Sensibilité au

calcium

(précipitation)

(concentration

en Ca à 37°C

++

(3-8mM)

+++

(<2mM)

+

(8-15mM)

-

II.3. Les protéases

II.3.1. Généralités sur les protéases

Les protéases sont des enzymes qui catalysent l’hydrolyse des protéines, en scindant la

liaison peptidique qui lie deux acides aminés dans une chaine peptidique (Abidi et al.,

2014). Elles sont normalement générées comme des pro-enzymes inactives (zymogènes) et

selon les exigences, elles seront converties en forme active par une protéolyse limitée

(Benedykt et Katarzyana, 2008 ; Reddy et al., 2008 ; Wilkesman et Kurz, 2009). Elles

représentent la seule classe des enzymes qui occupe une place essentielle dans les

différentes applications : industrielle, biotechnologique, médicinale et dans les domaines

de recherche (Coral et al., 2003 ; Sandhya et al., 2005 ; Budiarto et al., 2016). Elles ont

été utilisées pour la première fois dans l’industrie alimentaire comme des agents de

coagulation pour la production de fromage (Sandhya et al., 2004).
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Les enzymes protéolytiques sont omniprésentes dans tous les organismes vivants vue leur

rôle essentiel dans la croissance cellulaire et dans la différentiation (Gupta et al., 2002 ;

Sandhya et al., 2005). Cependant, les protéases microbiennes sont plus intéressantes que

celles provenant des sources végétales ou animales depuis qu’elles présentent les

caractéristiques les plus recherchées dans les applications biotechnologiques (Coral et al.,

2002 ; Gupta et al., 2002 ; Sandhya et al., 2005 ; Aguilar et al., 2008):

 La susceptibilité à la manipulation génétique;

 La grande diversité biochimique des produits obtenus. Les microorganismes

élaborent une large gamme des protéases, qui peuvent être intra et/ou

extracellulaires :

 Les premières sont importantes dans les différents processus cellulaires et

métaboliques, tel que la sporulation, la différentiation, la maturation des enzymes

et la maintenance du réserve cellulaire en protéines.

 Tandis que les autres sont essentielles pour l’hydrolyse des sources nutritionnelles

protéiques et pour inhiber la cellule d’absorber ou d’utiliser des produits

hydrolytiques.

II.3.2. Propriétés

Les protéases constituent un groupe très large et complexe contenant des enzymes qui

diffèrent dans leurs propriétés tels que : le site actif, le mécanisme catalytique, les optima

du pH et de température, le profil de la stabilité et la spécificité du substrat (Sumantha et

al., 2006 ; Vishwanatha et al., 2009 ; Miratis Sulthoniyah et al., 2015). La spécificité

d’action des enzymes protéolytiques est régie par la nature de l’acide aminé et d’autres

groupes fonctionnels (aromatiques, aliphatiques ou la présence de sulfure) autour de la

liaison à hydrolyser. Ces enzymes sont très importantes du fait qu’elles ne contrôlent pas

seulement les réactions protéolytiques, mais aussi elles régulent les diverses cascades

enzymatiques impliquées dans le métabolisme cellulaire tels que la décomposition des

lipides et des glucides (Sumantha et al., 2006 ; Benedykt et Katarzyana, 2008).

Les protéases sont capables de modifier les propriétés biologiques des chaînes

polypeptidiques suite à la coupure des liaisons peptidiques (activation, inactivation ou une

protéolyse non spécifique pendant la dégradation). La raison pour laquelle les protéases



Chapitre II Protéolyse et Autolyse des BL

20

peuvent être dangereuses pour les cellules en altérant leur environnement. De ce fait, la

cellule a développé une large gamme des mécanismes pour contrôler l’activité

protéolytique. Cette régulation peut être effectuée à n’importe qu’elle étape de l’expression

des gènes (la transcription depuis l’opéron, la traduction, les modifications post-

traductionnels, l’interaction avec les inhibiteurs et d’autres protéines) (Benedykt et

Katarzyna, 2008).

II.3.3. Classification

D’après "The Enzyme Commission of Classification", les protéases appartiennent au

groupe 3 (les hydrolases) et sous groupe 4 (qui hydrolysent les liaisons peptidiques) (Rao

et al., 1998 ; Sumantha et al., 2006 ; Wilkesman et Kurz, 2009). Auparavant, la

classification a été basée essentiellement sur la source d’enzyme, l’action de catalyse, le

poids moléculaire et la spécificité de substrat ou de la charge. Cependant, un système plus

rationnel s’utilise actuellement basé sur la comparaison des sites actifs, les mécanismes

d’action et sur la structure tridimensionnelle (Aguilar et al., 2008).
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Tableau2: Classification des protéases (Rao et al., 1998).

Protéases Mode d’action EC N°

Exopeptidases

Amino-peptidases

Dipeptidyl peptidases

Tripeptidyl peptidases

Carboxy-peptidases

Protéase type Sérine

Métallo-protéase

Protéase type Cystéine

Peptidyle dipeptidase

Dipeptidase

Omega peptidases

3.4.11

3.4.14

3.4.14

3.4.16-3.4.18

3.4.16

3.4.17

3.4.18

3.4.15

3.4.13

3.4.19

3.4.19

Endopeptidases

Protéase à Sérine

Protéase à Cystéine

Protéase à acide aspartique

Métallo- protéase

Endopeptidase (mécanisme

catalytique est inconnu)

3.4.21-3.4.34

3.4.21

3.4.22

3.4.23

3.4.24

3.4.99

Ces cercles représentent les résidus d’acides aminés dans la chaine polypeptidique ;

Les cercles pleins indiquent les acides aminés terminaux ;

Les étoiles signifient les terminaux bloqués ;

Les flèches indiquent les sites d’action d’enzymes.
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II.3.3.1. Les exopeptidases

La protéolyse chez les bactéries lactiques commence par l’action d’une protéase de paroi,

enzyme à sérine qui hydrolyse les caséines du lait en oligopeptides (Bachmann et al.,

2012). Certaines souches des bactéries lactiques ne possèdent pas de protéase de paroi et

dépendent de la protéase de paroi présente chez les autre souches pour se développer dans

la lait (Savijoki et al., 2006). Cinq types de protéases de paroi de la même famille, mais

présentant certaines différences, ont été caractérisées chez les bactéries lactiques : PrtP

chez Lactococcus lactis et Lactobacillus paracasei, PrtH chez Lb. helveticus, PrtR chez Lb.

rhamnosus, PrtS chez St. thermophilus et PrtB chez Lb. Bulgaricus (Savijoki et al., 2006 ;

Hou et al., 2015 ; González-Olivares et al., 2014). Elles contiennent différents domaines :

Le domaine correspondant au peptide signal (PP), le domaine catalytique des protéases à

sèrine (PR), un domaine d’insère (I) qui régule probablement leur spécificité, le domaine A

de fonction inconnue, le domaine B participant probablement à la stabilité, le domaine

hélix (H) qui positionne A et B à l’extérieur de la cellule et un domaine hydrophobe W

(Atlan et al., 2008).

II.3.3.2. Les peptides de transport

Les oligopeptides produits par l’action de protéase constituent la source principale d’acide

aminé pour les lactocoques. Ces derniers sont ensuite transportés à l’intérieur de la cellule

par l’intermédiaire de trois ou quatre transporteurs selon la souche (Liu et al., 2010 ;

Griffiths et Tellez, 2013). Ils appartiennent à deux grands groupes : les PRT (peptide

transport) et les ABC (ATP-binding-cassette) transporteurs. Pour les premiers, le transport

de peptide dépend de la force proton-motrice, pour les secondes il dépend de l’ATP. Les

systèmes Opp appartiennent à la super famille des ABC transporteurs. DtpT et DtpP sont

des transporteurs proton- dépendants. Ces transporteurs se distinguent par leur organisation

et leur spécificité. Le système Opp transport les peptides entre 4 et 18 acides aminés

(Lamarque et al., 2004). DtpT et DtpP transportent les di et tri-peptides (Hou et al.,

2015).

II.3.3.3. Les endopeptidases

Les peptides internalisés sont ensuite hydrolysés par plusieurs peptidases différentes avec

des spécificités chevauchantes dans certains cas (Savijoki et al., 2006 ; Nájera-

Domínguez, Gutiérrez-Méndez., 2013). Les aminopeptidases générales comme PepC et

PepN libèrent des acides aminés de l’extrémité N-terminale d’une grande quantité
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d’oligopeptides (Liu et al., 2010). Les aminopeptidases PepV et PepT ont aussi des

spécificités de séquence très large et hydrolyse des di et tri-peptides, respectivement

(Donkor et al., 2007). L’endopeptidase PepO, ou encore PepF, hydrolyse des oligopeptide

d’une certaine taille, ainsi PepX et PepQ sont spécialisées dans l’hydrolyse des peptides

contenant la proline, très abondant dans les caséines (Liu et al., 2010 ; González-Olivares

et al., 2014 ; Hou et al., 2015).

II.4. Régulation de la protéolyse chez les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques répondent à la quantité d’azote disponible en régulant leur système

protéolytique par l’expression d’un groupe des gènes PrtP, PrtM, Opp-PepD, PepN, PepC

et PepX uniquement en conditions d’azotes limitant et elles sont réprimées lorsque les

conditions sont favorables. Il est connu que CodY régule négativement l’expression de

certains gènes codant des protéines participant à la protéolyse et que cette répression est

modulée par quantité d’acides aminés branchés (isoleucine, leucine, valine). Des

expériences in vitro ont montré que CodY reconnait une séquence inter génique précédant

l’opéron Opp régulé et que les acides aminés branchés stimulent cet accrochage (Hassain,

2013 ; Hou et al., 2015).

Figure 3: Modèle de fonctionnement du système protéolytique des bactéries

lactiques. (a) : compartiment extracellulaire, (b) : compartiment endocellulaire

(Kowalczyk et al., 2015).
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II.5. Catabolisme des acides aminés

Le catabolisme des acides aminés par les bactéries lactiques est fortement impliqué dans la

qualité et la sécurité des produits fermentés. En effet, il peut générer des composés

toxiques tels que des amines biogènes, mais il est également une voie majeure de

formation de molécules aromatiques. Le catabolisme des acides aminés peut également

être une source d’énergie pour certaines bactéries lactiques en cas de limitation en

nutriments (Atlan et al., 2008 ; Nájera-Domínguez et Gutiérrez-Méndez, 2013 ;

Sahingil et al., 2014).

II.6. Autolyse bactérienne

Durant de la phase de déclin, et après l’épuisement nutritionnel du milieu et l’accumulation

des déchets toxiques les cellules se lysent, s’ouvrent et libèrent leur contenus cellulaires

dans le milieu. Cette phase correspond à l’autolyse spontané (Roudj et al., 2009).

L’autolyse bactérienne spontanée ou induite, résulte de la dégradation enzymatique du

constituant majeur de la paroi cellulaire, le peptidoglycane, par des peptidoglycane

hydrolases endogènes (PGHs) nommées « autolysines », il s’agit d’un hétéropolymére

constitué de chaines linéaires de polysaccharides composés d’un enchainement d’acides N-

acétyl muramique (MurNAc) et de N-acétyl-glucosamine (GlcNAc) et liées entre elles par

des courtes chaines peptidiques (Lortal et Chartier, 2005 ; Nájera-Domínguez et al.,

2013).

Le phénomène d’autolyse a été observé dans beaucoup de bactéries Gram positives que

négatives. Il arrive généralement dans des conditions qui aboutissent à la cessation de la

synthèse de peptidoglycane, par exemple la famine de nourriture ou d’autre conditions

environnementales défavorables (Lortal et Chartier, 2005 ; Roudj et al., 2009). Sachant

que l’autolyse de la cellule permet la libération des enzymes intracellulaire (protéolytique

et autres) nécessaire à la maturation fromagère (Lazure-Demers, 2000 ; Roudj et al.,

2009).
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Figure 4 : Constituants cellulaires libérés par la lyse et leur devenir dans le fromage

(Atlan et al., 2008).

II.6.1. Les autolysines

Les autolysines ou appelées également peptidoglycane hydrolase sont des enzymes capable

d’hydrolyser la structure de base des parois bactériennes, le peptidoglycane, engendrant un

dommage de l’intégrité de la cellule (Lazure-Demers, 2000 ; Roudj et al., 2009). Ces

enzymes sont localisés dans la paroi même des bactéries. Elles jouent habituellement un

rôle positif au sein de la bactérie (Lortal, 1995), dans son métabolisme normal, elles sont

impliquées dans le maintien et le développement de paroi, la division cellulaire, la

formation des flagelles et la formation et la germination des spores. Différent classes

d’hydrolases de peptidoglycane peuvent être définies selon leur spécificité d’hydrolyse de

peptidoglycane. L’action de ces enzymes sur le peptidoglycane peut conduire à la lyse de

la cellule lorsqu’un nombre suffisant de liaisons et hydrolysé, après arrêt de la synthèse du

peptidoglycane, par exemple en situation de carence nutritionnelle (Chartier, 2005 ;

Hassain, 2013).

Autolyse in situ

Enzymes Autres constituants

intracellulaire

Stabilité avérée

dans le fromage ;

participation active

à l’affinage ; impact

positif sur la flaveur
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d’amertume)

Activité résiduelle dans le

fromage ? Diffusion ?

Participation à l’affinage

après lyse ?

Aucune donnée

dans la littérature

sur le devenir de ces

composés : impact

sur la croissance

des autres flores ?

Peptidases Estérases, enzymes lytiques… DNA, RNA, métabolites…
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D-

(NH2)

Figure 5 : Structure du peptidoglycane et spécificité des différentes classes d’enzymes

capables d’hydrolyser le peptidoglycane (Atlan et al., 2008).

II.6.2. Facteurs d’induction de l’autolyse bactérienne

Sous l’influence de plusieurs facteurs physiques, chimiques, enzymatiques ou autre,

l’autolyse peut se déclencher (Hilde et al., 1995 ; Kang, 1998 ; Nájera-Domínguez et al.,

2013) :

II.6.2.1. Les facteurs physico-chimiques

Les facteurs physico-chimiques sont parmi les paramètres qui ont une influence sur la

capacité des cellules à s’autolyse.

 Température : est l’un des facteurs les plus étudiés, plus la température est

élevée plus l’autolyse est importante.

 Le pH : l’activité d’autolysine dépend du pH optimum du milieu de la culture

bactérienne variant de 5,5 à 8.

 Choc osmotique : une augmentation du taux d’autolyse a été démontrée à

maintes reprises lors de l’exposition des cellules bactériennes à des milieux

fortement hyperosmotiques, ou à des milieux hypoosmotiques.
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Glc-NAc Mur-NAc Glc-NAc
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Peptidase

L,D-Carboxypeptidase
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D-Glu-
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 Les ions divalents et les agents chélateurs : lorsque des ions divalents (comme

Mg2+ et Ca2+) sont ajoutés à des tampons d’autolyse, on peut assister à une

augmentation de l’activité autolytique, par contre, des résultats contraires ont été

rapportés chez certaines espèces.

De plus, l’utilisation de certains agents chélatants (comme l’EDTA) réduit la dégradation

protéolytiques des enzymes autolytiques par chélation des ions leur servant de cofacteurs

(El- Soda et al., 1994).

II.6.2.2. Les facteurs enzymatiques

En plus des autolysines bactériennes, d’autre enzymes ont aussi le potentiel d’hydrolyser la

paroi bactérienne, le lysozyme de blanc d’œuf de poule est un meilleur exemple, on peut

aussi inclure avec les facteurs enzymatiques, des agents chimiques ou des antibiotiques

ayant une action directe ou indirecte sur l’activité des enzymes autolytiques (Ohmiya et

Sato, 2014).

II.7. Intérêt de l’activité protéolytique et autolytique des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques et particulièrement Lactococcus lactis est responsable d’une activité

protéolytique qui est le phénomène dominant lors de l’affinage au cours de la formation de

fromage. Cette activité contribue dans l’apparition des courts peptides et d’acides aminées,

précurseurs de nombreuses molécules riches en aromes et en saveurs (Terzić-Vidojević et 

al., 2014 ; Turhan et Öner, 2014).

D’autre part, lors de la digestion de lait des peptides sont libérés des caséines,une fraction

de ces peptidiques est susceptible d’exercer des effets désirables chez les consommateur

après l’ingestion de ce lait fermenté (Dhamale et al., 2015). Ces peptides sont désignés

peptides fonctionnels ou encore peptides bioactifs (Turhan et Öner, 2014). Il y a quatre

domaines principaux dans lesquels l’effet observé lors de la consommation des produits

laitiers, peut être attribue à ces peptides, qui sont respectivement, le système digestif, les

défenses de l’organisme, le système cardio-vasculaire et le système nerveux (Tome, 1998).

II.8. Les amines biogènes

Les amines biogènes (AB), aussi appelées amines naturelles, sont des bases azotées de

faible poids moléculaire, constituant de nombreux aliments (Burdychova et al., 2007). Les
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AB peuvent être d’origine endogène à de faibles concentrations dans les aliments non

fermentés comme les fruits, les légumes, la viande, le lait et le poisson. Elles sont formées

aussi par la décarboxylation des acides aminés ou par l’amination et la transamination des

aldéhydes et des cétones lors de la détérioration des aliments ou au cours de la

fermentation microbienne contrôlée ou spontanée (Karovičová et al., 2005 ; McCabe-

Sellers et al., 2006). A noter que d’après Bauza et al. (1995), l’amination des cétones et

aldéhydes est à l’origine des amines volatiles.
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0I.I. Matériel et Méthodes

Notre travail a été réalisé au laboratoire de biologie du Centre Universitaire Abdelhafid

Boussouf-Mila, durant la période Février-Avril de l’année 2016. Il a pour objectif de

recouvrir les points suivants :

 Etude de l’activité protéolytique d’une collection de bactéries lactiques sur gélose;

 Caractérisation physico-chimique partielle de l’activité protéolytique des exo et

des endoprotéases des souches sélectionnées;

 Evaluation de l’activité autolytique des souches sélectionnées.

II.1. Matériel

Pour la réalisation des différentes parties expérimentales, nous nous sommes servis du

matériel suivant :

II.1.1. Matériel biologique

II.1.1.1. Les souches bactériennes

Les dix-huit souches de bactéries lactiques ont été utilisées pour la réalisation de cette

étude. Ces souches ont été identifiées par les techniques de microbiologie classique. Le

nom des espèces et leurs origines sont portés sur le tableau 03.
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Tableau 03 : Espèces de bactéries lactiques utilisées et leurs origines.

Souches Origine Code

Enterococcus sp. C02 Beurre de chèvre E1

Enterococcus sp. C06 Beurre de chèvre E2

Enterococcus sp. C08 Beurre de chèvre E3

Enterococcus sp. C09 Beurre de chèvre E4

Enterococcus sp. C10 Beurre de chèvre E5

Enterococcus sp. C16 Beurre de chèvre E6

Enterococcus sp. C18 Beurre de chèvre E7

Enterococcus sp. C19 Beurre de chèvre E8

Enterococcus sp. C30 Beurre de chèvre E9

Enterococcus sp. C40 Beurre de chèvre E10

Lactobacillus sp. K07 Klila L1

Lactobacillus sp. K08 Klila L2

Lactobacillus sp. K11 Klila L3

Lactobacillus sp. K20 Klila L4

Lactobacillus sp. K22 Klila L5

Lactobacillus sp. K22S Klila L6

Lactobacillus sp. K32 Klila L7

Lactobacillus sp. K34 Klila L8

II.1.1.2. Le lait écrémé

Le lait écrémé en poudre a été fourni par l’unité GROUZ, Ouad El Athmania, Mila. Il a été

utilisé pour l'étude du pouvoir protéolytique des bactéries lactiques.

II.1.2. Milieux de culture

Plusieurs milieux de culture ont été utilisés au cours de cette étude expérimentale, il s’agit

des milieux suivants :

- Les géloses : MRS (de Man-Rogosa et Sharp), Agar au lait, MRS au lait écrémé.

- Les bouillons : MRS, Bouillon MRS au lait écrémé.

La stérilisation des milieux et des matériels nécessaire pour la culture s’effectuée par

autoclavage à 121°C pendant 10 minutes.
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II.1.3. Produits chimiques

Les produits chimiques utilisés au cours de cette étude sont les suivants :

 Les colorants: Violet de Gentiane, fuschine, pourpre de bromocrésol.

 Les acides et bases: HCL (2N), NaOH, TCA à 5%.

 Alcool et autres: Réactif de Bradford, éthanol, lugol, eau oxygénée, caséine,

tyrosine, trypsine, albumine sérique bovine (BSA), NaCl, Tween 80 à 2%, EDTA,

SDS à 0.25%, CaCl2.

II.1.4. Tampons

La réalisation de la présente étude a nécessité les tampons suivants :

 Tampon citrate de sodium 1% pH 6.8 ;

 Tampon phosphate 10mM (K2HPO4; KH2PO4), pH 5.5 ;

 Tampon phosphate 50mM (K2HPO4; KH2PO4), pH 6;

 Tampon phosphate de sodium Na2HPO4 50mM, pH 7.8.

II.1.5. Appareillage

L’appareillage utilisé est le suivant :

 Agitateur électrique (Stuart) ;

 Autoclave (Pbibrand) ;

 Bain Marie (Memmert) ;

 Balance (Kern) ;

 Balance analytique (Kern) ;

 Centrifugeuse électrique (Sigma) ;

 Etuves (Memmert) ;

 Micropipettes (Socorex) ;

 Microscope optique (Optika) ;

 pH mètre (Hanna) ;

 Réfrigérateur (Samsung) ;

 Spectrophotomètre (Shimadzu, UV1800) ;

 Vortex électrique (Topmix).
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II.2. Méthodes

II.2.1. Revivification et purification des souches bactériennes

Les souches lactiques utilisées ont été cultivées sur bouillon MRS et incubées à 37°C

pendant 24 à 48h. Le développement des bactéries se traduit par un trouble et une pastille

blanche au fond de tube.

La purification consiste à réaliser des repiquages successifs sur gélose et bouillon MRS,

préalablement coulée et solidifiée, ont été ensemencées par stries, l'incubation a été faite à

37°C pendant 24h jusqu’à l’obtention des colonies homogènes de même forme, même

taille et même couleur (Idoui et al., 2009).

II.2.2. Confirmation de la pureté des souches

La pureté des souches a été vérifiée en réalisant une coloration de Gram et une recherche

de la catalase.

II.2.2.1. Coloration de Gram

La coloration de Gram a été effectuée après l’examen macroscopique des colonies sur

gélose MRS, et dans le but d’écarter tout ce qui ne peut pas être une bactérie lactique, les

isolats ont été soumis à la coloration de Gram selon le protocole décrit par Prescott et al.

(2003) (voir annexe 02). Celle-ci permet de différencier les bactéries à Gram positif de

celles à Gram négatif, les bâtonnets, les coques et le mode de regroupement.

II.2.2.2. Test de la catalase

Cette activité a été réalisée selon le protocole expérimental décrit par Prescott et al.

(2003). Ce test consiste à mettre une colonie prélevée du milieu MRS gélosé à l’aide d’une

anse stérile dans de l’eau oxygénée. Le dégagement de bulles de gaz signifie qu’il y’a

production de l’enzyme catalase et que le test est positif.

II.2.3. Etude de l’activité protéolytique des souches lactiques

II.2.3.1. Activité protéolytique sur gélose MRS au lait

Pour mettre en évidence cette activité, la gélose MRS (voir annexe 01) au lait 10% a été

coulée, solidifiée et séchée puis des disques de papier Wattman n°3 stérile ont été déposés

en surface de la gélose. Chaque disque reçoit un volume de 20μl d'une culture jeune. Après 

une incubation à 37°C pendant 24h, les souches lactiques dégradent les caséines en acides
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aminés pour assurer leur développement dans le lait, dont la protéolyse est révélée par des

zones claires autour des disques (Grattepanche, 2005).

II.2.3.2. Activité protéolytique sur milieu Agar au lait

L’activité protéolytique des souches pures a été évaluée par la méthode décrite par

Thivierge (1999), c’est la méthode des puits sur milieu Agar au lait 3% :

Après avoir coulé et solidifier le milieu agar au lait 3%, des puits ont été confectionnés, le

fond de chaque puits est soudé par le même milieu. Après solidification complète, chaque

puits a reçu 25µl de la culture jeune. Le caractère protéolytique est estimé par mesure des

halos clairs autour de chaque puits après une incubation à 37°C pendant 48h. L’activité

protéiasique est exprimée en unité trypsique/ml.

En parallèle, la trypsine a été utilisée comme témoin positif à des concentrations de

0.0002g/ml, 0.0005g/ml, 0.001g/ml, 0.003g/ml, 0.006g/ml, 0.012g/ml, 0.025g/ml,

0.05g/ml, 0.1g/ml, 0.2g/ml.

II.2.4. Caractérisation physico-chimique partielle de l’activité protéolytique

Après un travail préalable de screening parmi un ensemble de souches pour cette activité

d’intérêt, nous avons retenu pour la suite de l’étude deux souches lactiques : Lactobacillus

sp. codée L1 et Enterococcus sp. codée E5.

II.2.4.1. Suivi de la croissance bactérienne des deux souches lactiques

Des tubes contenant le bouillon MRS ont été ensemencés par les souches bactériennes

jeunes (âgées de 6h) de L1 et E5. Le suivi de la croissance bactérienne a été réalisé en

mesurant la densité optique (DO620) à temps zéro heure (To), puis après 2h, 4h, 6h, 8h et

24h d’incubation à 37°C.

II.2.4.2. Préparation de l’extrait enzymatique des exoprotéases

L’extrait enzymatique des deux souches L1 et E5 a été préparé par modification de la

méthode de Roudj et al. (2009) : des cultures bactériennes jeunes (âgées de 18h) ont été

centrifugées à 9600 rpm/6min et les surnageants sont récupérés et considérés comme

extrait enzymatique brut des exoprotéases.
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II.2.4.3. Préparation de l’extrait enzymatique des endoprotéases

L’extrait enzymatique des deux souches Lactobacillus sp. L1 et Enterococcus sp. E5.

a été préparé selon la méthode de Guo et al. (2009) : après une centrifugation des cultures

jeunes (âgées de 18h) à 4500 rpm/20min, les culots ont été lavés trois fois par le tampon

phosphate de sodium 50mM (pH 7.8), les cellules bactériennes sont resuspendues dans une

solution (tampon phosphate de sodium 50Mm, Nacl 100mM, 0.25% SDS, 1mg/ml

lysosyme, pH 8.5) avec agitation. Après incubation pendant 3h à 37°C, la solution

bactérienne est centrifugée à 10000 rpm/20min et le surnageant est récupéré et considéré

comme extrait enzymatique des endoprotéases.

II.2.4.4. Détermination de la concentration en protéines totales des extraits

enzymatiques

La concentration en protéines totales est déterminée selon la méthode de Bradford (1976):

5ml de réactif de Bradford (voir annexe 01) est ajouté à 0.5ml du surnageant des

exoprotéases, le mélange est bien agité à l’aide d’un vortex. Après incubation à 37°C

pendant 30min, l’absorbance est mesurée à 595nm. La concentration en protéines est

déterminée en mg/ml à l’aide d’une courbe d’étalonnage de la BSA (voir annexe 04).

II.2.4.5. Détermination de l’activité protéasique des exo et endoprotéases

L’activité protéasique des exoprotéases et des endoprotéases est déterminée par

modification de la méthode de Sutar et al. (1986) : 0.4ml de caséine (2.5% dans le citrate

de sodium 0.02M) est ajouté à 1.5ml de tampon citrate de sodium 1%, puis 0.3ml d’extrait

est ajouté. Après incubation au bain marie pendant 30min à 37°C, la réaction est stoppée

par addition de 2.6ml de TCA 5%. Ensuite, 0.4ml HCl (2N) est ajouté.

Après congélation, une centrifugation à 6000 rpm/10min est faite et l’absorbance des

surnageants est mesurée à 280nm. L’activité protéasique est déterminée à l’aide d’une

courbe d’étalonnage de tyrosine en U/ml, qui correspond à l’activité en mg de tyrosine

libérée pendant une heure de temps par 1ml d’une solution d’enzyme.

II.2.4.6. Détermination de l’activité spécifique

L’activité spécifique est mesurée par le nombre d’unité d’activité protéasique par mg des

protéines contenues dans un ml d’extrait selon la formule suivante (Desmazeaud et

Vassal, 1979) :
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Activité spécifique (U/mg)= Activité enzymatique (U/ml) / Protéines totales (mg/ml).

II.2.4.7. Facteurs influençant l’activité protéasique des souches lactiques

II.2.4.7.1. Effet du pH

L’influence du pH est étudiée en mesurant l’activité enzymatique des exo et endoprotéases

sur le substrat dissout (caséine) dans des solutions tampons à différents pH 5.4/5.7/6/7.2 et

8.2, selon la méthode décrite en II.2.4.5. Le pH optimal est déterminé à partir de la courbe

d’activité protéolytique en fonction du pH.

II.2.4.7.2. Effet de la température

Pour l’estimation de l’effet de la température sur les protéases, les mêmes conditions de

travail ont été reprises en II.2.4.5 sauf l’incubation des mélanges a été conduite pendant

30min à des températures variables (28°/30°/37°/42°/50°C). La température optimale est

déterminée à partir de la courbe d’activité protéolytique en fonction de la T°.

II.2.4.7.3. Effet des effecteurs

Les méthodes de Sutar et al. (1986) et El-Ghaish (2010) permet de préciser l’effet des

effecteurs (CaCl2 10mM, EDTA 10mM, NaCl 5%, tween 80 à 2%) sur l’activité

protéasique des exo et endoprotéases : un volume de 0.3ml d’extrait enzymatique est ajouté

à 1.5ml du tampon citrate PH 6.8 additionné des différents effecteurs. Après une heure

d’incubation à 37°C, un volume de 0.4ml de caséine (2.5% dans le citrate de sodium

0.02M) est ajouté au mélange réactionnel.

Après incubation au bain marie pendant 30min à 37°C, la réaction est stoppée par

l’addition de 2.6ml de TCA 5% et 0.4ml de HCl (2N). Ce mélange est laissé au

congélateur avant d’être soumis à une centrifugation (6000 rpm pendant 10min) et

l’absorbance des surnageants est mesurée à 280nm.

II.2.5. Activité autolytique

L’activité autolytique des souches bactériennes a été évaluée par la méthode décrite par El

Din et al., 2002 :

Les souches bactériennes cultivés sur bouillon MRS ont été recueillis par centrifugation

(5000 rpm/10 min) après 6h d’incubation à 30°C. Ces cellules ont été lavées deux fois par
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le tampon phosphate de potassium (10mM, pH 5.5) et reprises par la suite dans le tampon

de phosphate de potassium (50mM, pH 6) additionné de 1M de NaCl de sorte à avoir une

suspension bactérienne à une DO560nm égale1. Ces suspensions cellulaires sont soumises à

un cycle de congélation à -20°C pendant une nuit puis une décongélation 1 h à température

ambiante. Après, ces cellules sont par la suite incubées à 37°C pendant 24h et une

semaine, la DO est mesurée à une longueur d’onde de 560nm. Le taux d’autolyse est

exprimé en pourcentage (%) selon la méthode de Boutran et al., 1988, il est calculé

comme suit :

Taux d’autolyse (%) = (A0-At) 100/A0

Où :

A0 : La DO de la suspension bactérienne avant l’incubation.

At : La DO de la suspension bactérienne après incubation.

L’autolyse bactérienne est classée selon le niveau d’activité de chaque genre bactérien

comme rapporté par Ayad et al., 2004 et résumé dans le tableau suivant (Tableau 04) :

Tableau 04 : Niveau d’activité autolytique et pourcentage exprimé par chaque genre

bactérien (Ayad et al., 2004) .

Niveau d’autolyse (%) Lactocoques Entérocoques lactobacilles

Bonne autolyse 25-37 35-66 70-96

Moyenne autolyse 15-24 24-34 40-69

Faible autolyse 01-14 0.22 0.39
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III.2. Mise en évidence de l’activité protéolytique

La protéolyse des caséines est probablement l’événement le plus important sur les deux

plans de la nutrition et de la technologie de la fabrication des produits laitiers. Les

systèmes protéolytiques des bactéries lactiques sont importants, en tant que des moyens qui

rendent la protéine et le peptide disponibles pour la croissance et essentiellement, en tant

qu'élément de traitement dans les procédés de maturation qui donnent aux aliments leurs

propriétés rhéologiques et caractéristiques organoleptiques (Kurniati et al.,2015).

De ce fait, la mise en évidence des nouvelles souches microbiennes produisant des

enzymes coagulantes caractérisées par une haute activité coagulante comparée à celle

protéolytique, reste toujours un objectif primordial pendant la recherche (Wu et al., 2008).

III.2.1. Pouvoir protéolytique sur gélose MRS au lait

Les résultats de la protéolyse réalisée sur le milieu MRS additionné du lait écrémé à 10%

pour les différentes souches sont résumés dans le tableau 05. Il en ressort du tableau que la

totalité des souches étudiées présentent une activité protéolytique traduite par l’apparition

d’un halo clair autour des disques (Figure09).

Selon Vuillemard (1986), la souche est dite protéolytique si elle présente une zone de lyse

de diamètre compris entre 5 et 15 mm. Donc d’après le tableau 05, nos dix-huit souches

sont protéolytiques, dont les diamètres des zones de protéolyse ont été compris entre 13 et

24mm.
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Tableau 05 : Diamètres (mm) de protéolyse des souches de bactéries lactiques sur milieu

MRS au lait.

Les souches Diamètre (mm)

Enterococcus sp. E1 21

Enterococcus sp. E2 20

Enterococcus sp. E3 13

Enterococcus sp. E4 20

Enterococcus sp. E5 23

Enterococcus sp. E6 18

Enterococcus sp. E7 22

Enterococcus sp. E8 20

Enterococcus sp. E9 16

Enterococcus sp. E10 13

Lactobacillus sp. L1 24

Lactobacillus sp. L2 19

Lactobacillus sp. L3 20

Lactobacillus sp. L4 20

Lactobacillus sp. L5 20

Lactobacillus sp. L6 17

Lactobacillus sp. L7 17

Lactobacillus sp. L8 22
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Figure 09 : Exemple de résultats de l’a

"L":

Ces résultats montrent que

mm) comparativement aux autres souches

et 22 mm de diamètre. L’activité

(13 mm de diamètre), par contre

(23mm).

Nos résultats sont en accord

que la plupart des souches

et les souches En. faecium ont présenté

Les études effectuées, à ce jour

principalement limitées aux genres

qui conduisent à la dégradation de la caséine et le transport des peptides et des acides

aminés, sont jugées d'être les m

Cependant, peu de données

des entérocoques, en comparaison

généralement faible pour

faecalis (Foulquié Moreno et

L1

L2

L8

Etude Expérimentale Résultat

Exemple de résultats de l’activité protéolytique des souches sur milieu MRS

au lait.

: Lactobacillus sp. ; "E": Enterococcus sp.

Ces résultats montrent que la souche Lactobacillus sp. L1 est fortement

mparativement aux autres souches qui ont présenté des valeurs

tre. L’activité protéolytique des souches codées "E3"

mm de diamètre), par contre la souche Enterococcus sp. E5 est fortement

en accord avec ceux obtenus par Akabanda et al. (2014)

du genre Lactobacillus, comme Lb. fermentum, Lb.

ont présenté des activités protéolytiques à des divers

à ce jour, concernant la protéolyse des bactéries lactiques sont

aux genres Lactococcus et Lactobacillus. Le voies biochimiques

qui conduisent à la dégradation de la caséine et le transport des peptides et des acides

jugées d'être les mêmes pour les autres BL, y compris le genre

données existent dans la littérature concernant le système protéolytique

es entérocoques, en comparaison avec d'autres espèces de BL. Cette activité est

généralement faible pour les souches d'entérocoques, à l'exception de la souche

(Foulquié Moreno et al., 2006).

L5

L6

E10

E1

Résultats et Discussion

41

ctivité protéolytique des souches sur milieu MRS

fortement protéolytique (24

des valeurs comprises entre 16

" et "E10" est faible

est fortement protéolytique

(2014), qui ont trouvé

fermentum, Lb. plantarum,

des activités protéolytiques à des divers degrés.

nant la protéolyse des bactéries lactiques sont

Le voies biochimiques

qui conduisent à la dégradation de la caséine et le transport des peptides et des acides

, y compris le genre Enterococcus.

système protéolytique

. Cette activité est

'entérocoques, à l'exception de la souche En.

E3

E5



Etude Expérimentale

Selon Castberg et Morris

protéinases neutres actives sur le α, β et ĸ

extrêmement variable d’une espèce à une autre.

présentent une faible activité protéolytique

De même Arizcun et al. (1997)

(2005) ont montré que le niveau de l’activité des

entérocoques est faible.
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0.003 U trypsique. Alors que les souches codées "E4", "L2", "L3", "L4", "L7" et "L8" ont

présenté une activité inferieure à 0.0002 U trypsique.

Une étude conduite par Thivierge (1999) sur Lc. lactis ssp. cremoris en utilisant la même

technique, a montré l’existence d’une activité de 0 à 0.0013 U trypsique.

Tableau 06: Activité protéasique des souches sur milieu Agar au lait.

Activité U

trypsique

(g/ml)

<0.0002 0.0002 0.0005 0.001 0.003 0.006

Souches
E4, L2, L3,

L4, L7, L8
L6 E1, E9 E2, E10, E3 E8, E6, L5

E5, E7,

L1

D’après ces résultats, nous avons remarqué que les mêmes souches sur deux milieux

différents à base de lait (MRS au lait et Agar au lait) ont enregistré des diamètres de zone

de protéolyse différente. Ces observations nous sont permis de confirmer que le

comportement protéolytique de ces souches est variable d’un milieu à autre. Ces mêmes

observations ont été constatées par Hassaine (2013) en testant plusieurs milieux.

Kok (1990), Kunji et al. (1996) et Savijoki et al. (2006) ont démontré l’existence d’une

relation directe entre l’expression de cette activité protéolytique et la composition

chimique du milieu de culture et en particulier la présence des protéinases de paroi décrite

chez quelque bactéries lactiques, Lb. paracasei (PrtP), Lb. helveticus (PrtH) et Lb.

rhamnosus (PrtR).

Les différents genres des bactéries lactiques possèdent un système protéolytique complexe

qui assure leur croissance dans des milieux à faibles concentrations en acides aminés libres

et oligopeptides comme le lait (Arena et al., 2015). Ce système comprend des protéases

situées à la surface cellulaire et une large gamme de peptidases intracellulaires. (Roudj et

al., 2009). La pertinence de ce groupe d'enzymes, riches en diversité structurelle et

mécanismes d'action se reflète dans l'importance de leurs applications dans les procédés

industriels (Abidi et al., 2014).
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D’après El-Ghaish et al. (2010), la taille de la zone claire dans la gélose au lait écrémé

indique l'étendue des protéinases produite par les lactobacilles. Les enzymes protéolytiques

des Lactobacillus sp.ont été étudiés avec détail par plusieurs auteurs. Ils ont été décrits

comme étant similaire à ceux des lactocoques sur le plan biochimique. Leur équipement

enzymatique est constitué principalement d’une protéinase de paroi et une multitude de

peptidase, qui interviennent dans l’affinage des fromages (Bockelman, 1995). D’un autre

part, Gatti et al. (1994) a démontré que l’activité protéolytique des entérocoques durant la

croissance dans le lait est parfois comparable à celle de St. thermophilus.

L’activité protéolytique des bactéries lactiques joue un rôle important dans divers

processus cellulaires et physiologiques et contribue fortement dans le développement des

propriétés organoleptiques de différents produits laitières fermentés (Axelsson,

1998 ; Donkor et al., 2007 ; Dhamale et al., 2015). La production d’un produit

alimentaire fermenté de haute qualité dépond en partie de système protéolytique des

bactéries lactiques starter, qui affecte l’apparition des flaveurs par la formation des

peptides et des acides aminés dans les produits transformés. Chez ces bactéries, plusieurs

peptidases intracellulaires de spécificité variable ont été rapportés, et leurs libération après

lyse cellulaire a été évoqués pour jouer ce rôle rechercher dans les produits laitières

fermentés (Law et Handrikman, 1997 ; Christensen et al., 1999).

III.3. Caractérisation physico-chimique partielle de l’activité protéolytique

Nous avons caractérisé partiellement les enzymes protéolytiques des souches, en utilisant

le surnageant de culture comme source d’enzymes protéolytiques libérés dans le milieu

(enzyme extracellulaire ou exoprotéase) et l’extrait brut intracellulaire comme source de

protéase endocellulaire (endoprotéase). A cet effet nous avons poursuivi notre travail

qu’avec les deux souches "L1" et "E5" jugées comme les plus protéolytiques.

III.3.1. Suivi de la croissance bactérienne

La croissance bactérienne des deux souches "L1" et "E5" est suivie par l’évolution de la

densité optique, mesuré à ʎ=620 nm, au cours du temps (après chaque de 2 heures 

d’incubation).La densité optique est révélée à différents intervalles de temps au cours de la

croissance, par conséquent nous avons obtenue deux courbes de croissance pour les deux

souches bactériennes sélectionnées Lactobacillus sp. L1 et Enterococcus sp. E5

(Figure11).
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Figure 11 : Évolution de la densité optique des cultures pures selon le temps.

"L1" :Lactobacillus sp. et "E5" : Enterococcus sp.

Les deux courbes sont devisées en deux phases distinctes :

La première est la phase de latence qui dure 2h pour Enterococcus sp. E5 dont la DO varie

de 0.381 à 0.612, tandis qu’elle est plus lente pour Lactobacillus sp. L1 qui dure jusqu’à 6h

où la DO s’étend de 0.571 à 0.741. Cette phase varie d’un genre à l’autre selon l’âge des

bactéries inoculées et l’adaptation au milieu.

La deuxième phase est la phase exponentielle. Elle est plus courte pour Lactobacillus sp.

L1 comparativement à Enterococcus sp. E5, dont la DO varie entre 0.741 et 2.602. Elle

dure 16h pour la souche "L1". Alors que la souche "E5" a déclenchée des divisions

successives à partir de 2h jusqu’à 24h où la DO oscille entre 0.612 et 1.941. Cette phase est

la phase physiologique par excellence, les bactéries se multiplient sans entrave.

III.3.2. Détermination de l’activité spécifique des extraits enzymatiques

Pour déterminer l’activité spécifique des endo et des exoprotéases des deux souches

lactiques Lactobacillus sp. L1 et Enterococcus sp. E5, nous avons quantifié en premier lieu

l’activité des protéines totales (mg/ml) des extraits bruts et mesuré l’activité protéasique

(U/ml) par la méthode de Bradford.

III.3.2.1. Détermination de l’activité spécifique des exoprotéases

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 07. L’analyse de ces valeurs montre

que la concentration en protéines totales des exoprotéases est la même pour les deux
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souches "L1" et "E5". Alors que l’activité protéasique est 231.666 U/ml et 136.666 U/ml

pour Lactobacillus sp. L1 et Enterococcus sp. E5 respectivement.

Tableau 07 : Activité spécifique des exoprotéases.

Souche Protéines totales
(mg/ml)

Activité protéasique
(U/ml)

Activité spécifique
(U/mg)

L1 0.03 231.66 6.99

E5 0.03 136.66 4.20

Après le calcul de l’activité spécifique, les résultats diffèrent entre les deux souches. La

valeur la plus élevée était 6.99U/mg enregistrée par la souche "L1", et la plus faible est

estimée de 4.20U/mg pour la souche "E5". Alors que Pescuma et al.(2010) ont trouvé des

valeurs de l’activité protéolytique oscillant entre 0.08 U/ml et 0.62 U/ml après 12h

d’incubation pour des souches de Streptococcus thermophilus et Lactobacillus sp.

Les travaux de Andrighetto et al. (2001) réalisés sur 124 souches d’entérocoques ont

montré une faible activité de ces dernières, sauf 30 souches d’En. faecalis qui ont

présentées des taux élevés de protéolyse. La même conclusion a été établie par

Sarantinopoulos et al. (2001), qui ont fait un screening de 124 souches d’En. faecium, En.

faecalis, et En. durans pour leur activité protéolytique et ils ont trouvé que la majorité de

ces souches ont une activité exoprotéasique faible mis à part En. faecalis considérée

comme la plus active.

III.3.2.2. Détermination de l’activité spécifique des endoprotéases

Le tableau 08 : Illustre les résultats de l’activité spécifique des protéases endocellulaires.

Il apparaît que la concentration en protéines totales de Lactobacillus sp. L1 est de 0.027

mg/ml et 0.03 mg/ml pour l’autre souche. Ainsi que l’activité protéasique 29 U/ml avec

Lactobacillus sp. L1 et 48.334 U/ml avec Enterococcus sp. E5.
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Tableau 08 : Activité spécifique des endoprotéases.

souche Protéines totales
(mg/ml)

Activité protéasique
(U/ml)

Activité spécifique
(U/mg)

L1 0.03 29.00 0.80

E5 0.031 48.33 1.51

Les meilleures activités spécifiques sont obtenues avec Enterococcus sp. E5 ayant une

valeur de 1.51U/mg. Alors que Lactobacillus sp. L1 a montré l’activité la plus faible (0.80

U/mg).

Si nous comparons ces résultats avec celles obtenus avec les exoprotéases, nous pouvons

constater que la meilleure activité du complexe enzymatique est celle des enzymes

exocellulaires. Cela peut être dû au substrat utilisé pour la mesure de l’activité

protéolytique. Les enzymes intracellulaires n’ont pas la capacité d’hydrolyser les caséines,

donc nous pouvons dire que le milieu endocellulaire ne contient pas assez de protéases (qui

hydrolysent des protéines) mais plus précisément des peptidases (qui hydrolysent des

peptides).

La protéolyse chez les bactéries lactiques commence par l’action d’une protéase de paroi,

enzyme à sérine qui hydrolyse les caséines du lait en oligopeptides. Certaines souches de

bactéries lactiques ne possèdent pas de protéase de paroi et dépendent de la protéase de

paroi présente chez les autres souches pour se développer dans le lait (Savijoki et al.,

2006). Cinq types de protéases de paroi de la même famille mais présentant certaines

différences ont été caractérisées chez les bactéries lactiques : PrtP chez Lactococcus lactis

et Lactobacillus paracasei, PrtH chez Lb. helveticus, PrtR chez Lb. rhalnosus, PrtS chez

St. thermophilus et PrtB chez Lb.bulgaricus (Savijoki et al., 2006).

Lamarque et al. (2004), Liu et al. (2010) et Griffith et Tellez (2013) confirment que le

système protéolytique des BL est hautement efficace. Il comprend des protéinases

d’enveloppe cellulaire qui dégradent les caséines en gros peptides, et ces derniers sont

intégrés par les bactéries grâce à trois ou quatre transporteurs selon la souche. Ils

appartiennent à deux grands groupes : les PRT (peptide transport) et les ABC (ATP-

binding-cassette) transporteurs. Là, des peptidases intracellulaires clivent ces peptides en

petits peptides et en acides aminés qui sont utilisés comme nutriments par les BL.
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III.3.3. Facteurs influençant l’activité protéasique des souches lactiques

Plusieurs travaux ont été publiés sur les facteurs influençant l’activité protéolytique des

BL, tels que les travaux de Hegazi (1990), El-Ghaish et al. (2010),Tsaniyatul et al.,

2015)…etc. Dans leurs études, ces auteurs ont pu déterminer l’effet du pH, de la

température, et des effecteurs métalliques sur l'activité enzymatique.

III.3.3.1. Effet du pH

L’activité enzymatique des endo et des exoprotéases est affectée par les variations de pH.

A cet effet nous avons poursuivi notre travail en utilisant des pH 5.4/5.7/6/7.2, et 8.2 à

température 37°C. Les résultats obtenus concernant les peptidases intracellulaire et les

protéases extracellulaires des deux souches Lactobacillus sp. L1 et Enterococcus sp. E5

sont présentées dans les figures 12 et 13 respectivement.

Figure 12 :Effet de pH sur l’activité endoprotéasique des L1 et E5.

"L1":Lactobacillus sp.et "E5": Enterococcus sp.
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Figure 13 : Effet de pH sur l’activité d’exoprotéasique des "L1" et "E5".

"L1":Lactobacillus sp.et "E5": Enterococcus sp.

La courbe d’activité endoprotéasique de Lactobacillussp. L1 en fonction du pH montre une

activité maximale de 25.33U/ml à pH 5.4, suivi par une diminution de leur activité avec

l’augmentation de pH de 5.4 à 7.2 où elle est de l’ordre de11.33U/ml. Tandis que à pH 8.2

l’activité enzymatique atteint une valeur de 15.33U/ml.

D’après Maślanka et al. (2015), les bactéries du genre Lactobacillus (Lb. helveticus, Lb.

delbrueckii ssp. bulgaricus) préfèrent l'environnement avec un pH 5.5-5.8. Par contre Guo

et al. (2009) ont montré que l'optimum de pH des Lb. helveticus et Lb. delbrueckii ssp.

lactis était dans la gamme de 5 à 6.5.

Pour l’endoprotéase de la souche Enterococcus sp. E5, nous avons observés deux pics sur

la courbe de l’activité enzymatique en fonction de pH respectivement 5.7 et 8.2 avec une

même valeur de26.33U/ml, et une modeste valeur de 9.33 U/ml qui correspondant

l’activité minimale. Cependant, El-Ghaish et al. (2010) ont rapporté que l’optimal pH des

souches d’Enterococcus (En. faecalis,En. faecium) est de 6.5 et que les conditions de base

sont plus favorables à la protéolyse que des conditions acides.

D’autre part, les courbes obtenues lors de la mesure de l’activité exoprotéasique en

fonction du pH des deux souches "L1" et "E5", permettent d’observer une grande

similarité entre ces deux souches avec quelques différences caractérisées par le taux

d’activité et l’optimum. Nous avons remarqué que les enzymes des deux souches étaient

active dans une large gamme de pH allant de 5.4 à 8.2 avec un optimum à pH 6 de 188.66
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U/ml pour Lactobacillus sp. L1. Alors que le pH 8.2 est le pH de l’optimal d’activité qui

atteint 135 U/ml pour Enterococcus sp. E5.

Par contradiction, Tsaniyatul et al. (2015) ont constatés que l’activité maximale pour Lb.

plantarum est à pH 7. En outre, Budiarto et al. (2016) ont observé que les enzymes ont été

en bonne activité protéolytique à pH acide dont l’activité maximale était à pH 5 pour Lb.

plantarum. D’autre part, Rahkila (2015) montre dans une étude réalisée sur des souches

d’Enterococcus sp. que ces dernières ont pu conserver leur activité à pH 9.6, ce qui désigne

leur tolérance à un pH basique.

Chaque enzyme possède un pH optimal auquel la vitesse de la réaction catalysée est

maximale. Des légères variations du pH autour de cette valeur entraînent une diminution

de l’activité enzymatique, en raison des modifications de l’ionisation des groupements

compris dans le site actif de l’enzyme. Des déviations plus importantes du pH, conduisent

à dénaturer l’enzyme en modifiant l’ionisation des acides aminés et en rompant les

interactions non covalentes maintenant sa structure tridimensionnelle (Hames et al., 2006).

III.3.3.2. Effet de la température

L'effet de la température sur l’activité enzymatique des endo et des exoprotéases a été

étudiée avec une incubation pendant 30min à des températures variables de

28°C/30°C/37°C/42°C et 50 °C à pH 6.8.
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Figure 14 : Effet de la température sur l’activité endoprotéasique des "L1" et "E5".

"L1":Lactobacillus sp.et "E5": Enterococcus sp.

Figure 15 : Effet de la température sur l’activité exoprotéasique des "L1"et "E5".

"L1":Lactobacillus sp.et "E5": Enterococcus sp

Comme il est montré dans la figure 14, l'activité protéolytique des endoprotéases de

Lactobacillus sp. L1 est importante dans une plage de température de 28 à 42°C, ceci

indique la propriété de stabilité thermique de ces enzymes (Budiarto et al., 2016). Elle

atteint son maximum de l’ordre de 29.33 U/ml à 30°C, puis baisse à 14.66 U /ml à 50°C.

Macedo et al. (2002) ont trouvé que les enzymes purifiées de Lb. plantarum ont montré

une activité optimale à 37°C.
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Alors que la protéase intracellulaire de la souche Enterococcus sp. E5 a enregistré une

activité maximale de 48.33 U/ml à 37°C, puis des faibles activités de l’ordre de 16.33 U/ml

à 28°C et 15 U/ml à température 50°C. D’après El-Ghaish et al. (2010), l'activité

protéolytique la plus élevée a été observée à 42°C pour En. faecalis et En. faecium.

De plus, les courbes de variation de l’activité protéasique des exoprotéases des souches

étudiés "L1" et "E5" sont illustrés dans la figure15, dont laquelle l’activité la plus élevée

(231.66 U/ml) a été observé à 37°C pour Lactobacillus sp. L1. Des résultats similaires ont

été obtenus par d'autres auteurs: El - Ghaish et al. (2010), Ahmadova et al. (2011) et

Hadji Sfaxi et al. (2012). Tandis que Guo et al. (2009) ont montré que la température

optimale de l'enzyme était de 40°C pour Lb. helveticus et Lb. delbrueckii ssp. lactis.

Cependant, la souche Enterococcus sp. E5 a présenté l’activité la plus élevée de 490 U/ml

à 30°C, alors que le minimum est enregistré à température 28°C avec une valeur de 17.66

U/ml. De plus, l’hydrolyse a été affectée négativement à des températures de 37°C, 42°C et

50°C.

D’après Hames et al., (2006), l’élévation de la température de la réaction, augmente

l’énergie calorique des molécules de substrat. Ceci accroît la proportion des molécules

avec une énergie suffisante pour surmonter la barrière d’activation qui fait augmenter la

vitesse de la réaction. D’un autre côté, à de plus haute température, une augmentation de la

rupture des multiples faibles interactions non covalentes qui habituellement stabilisent la

structure tridimensionnelle, est considérable. Ce qui conduit à la dénaturation d’enzyme.

En plus, même des petites modifications dans la conformation spatiale, peuvent altérer la

structure du site actif d’enzyme et conduire à une diminution de son activité catalytique.

III.3.3.3. Effet des effecteurs

Pour caractériser l’effet des effecteurs sur l’activité protéolytique, nous avons utilisé les

composés: CaCl2 10mM, EDTA 10mM, NaCl à 5%, tween 80 à 2% dans les conditions

expérimentales (37°C et pH 6.8).L’effet de ces effecteurs sur les exoprotéases et

endoprotéases des deux souches de Lactobacillus sp. L1 et Enterococcus sp. E5 est

indiqué dans les figures 16 et 17.
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Selon Budiarto et al. (2016

à la fois aux inhibiteurs de protéases
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200

400

A
ct

iv
it

é
p

ro
té

a
si

q
u

e
U

/m
l

Etude Expérimentale Résultat

ffet des effecteurs sur l’activité exoprotéasique des"

" :Lactobacillus sp.et "E5" : Enterococcus sp

de ces composés a provoqué une diminution de l’activité pour les deux

en comparaison avec l’absence de ces effecteurs. L’optimum

agent chélatant EDTA (99.16 U/ml). C'est-à-dire que l’activité a été

un pourcentage de 57.20% pour la souche "L1" et de

Lors d’une étude réalisée par Hegazi (1990) sur l’activité protéolytique de

, il est démontré que cette dernière est influencée positivement par

des faibles concentrations de NaCl, et négativement par les fortes concentrations. De même

pour le calcium, soit il n’a pas d’effet, soit il réduit l’hydrolyse des caséines.

(2016), les protéases extracellulaires de Lb. plantarum

inhibiteurs de protéases tels que l'EDTA (inhibiteur de protéase de type

20 (tensioactif non ionique). En outre, ils ont

dépendante des ions métalliques tels que le

Cela signifie que ces enzymes sont de type métalloprotéase
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"L1" et "E5".

de l’activité pour les deux

optimum de l’activité

dire que l’activité a été

de 27.44% pour la

l’activité protéolytique de la souche En.

, il est démontré que cette dernière est influencée positivement par

concentrations. De même

réduit l’hydrolyse des caséines.

. plantarum était sensible

l'EDTA (inhibiteur de protéase de type

ont constaté que la

le Ca2+utilisé comme
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Figure17 : Effet des effecteurs sur l’activité endoprotéasique des

"L1

L’activité protéolytique des endoprotéases de

17) est fortement inhibé en

présence de CaCl2 (5.66 U/ml)

avec l’EDTA et Tween 80 pour les deux souches

Par contre, l’activité protéasique a été

Enterococcus sp. E5 où une

205.17% d’activité. D’un autre part, la souche

plus élevée en présence de

Dib et al. (2014) ont observé

ce qui indique la présence de métalloprotéases

et al. (2002) ont trouvé que

purifiée à une concentration aussi faible que 1

D’après Tanasupawat et al

2% de NaCl, cependant,

supportent les conditions hostiles de 6,5% de NaCl.
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Effet des effecteurs sur l’activité endoprotéasique des "

L1":Lactobacillus sp.et "E5": Enterococcus sp

L’activité protéolytique des endoprotéases des deux souches testées "L1

en présence de NaCl (1.66 U/ml) pour Lactobacillus

(5.66 U/ml) pour Enterococcus sp. E5. Ainsi, l’activité a été

avec l’EDTA et Tween 80 pour les deux souches "L1" et "E5".

, l’activité protéasique a été favorisée en présence de NaCl pour la souche

une valeur de 99.16 U/ml a été enregistrée, donc un rendement de

d’activité. D’un autre part, la souche Lactobacillus sp. L1 a montré l’activité la

plus élevée en présence de CaCl2 (95.83 U/ml) avec un rendement de 330.45

ont observé que l’activité a été fortement inhibée en présence de l’EDTA,

la présence de métalloprotéases pour Lb. plantarum. D’autre part

ont trouvé que l'inhibiteur de métalloenzymes EDTA, inactive l’

oncentration aussi faible que 1mM.

al. (2015) les Lactobacillus sp. sont favorisés dans un

NaCl, cependant, Galvez et al. (2012) ont rapportés que

les conditions hostiles de 6,5% de NaCl.
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L1" et "E5" (Figure

Lactobacillus sp.L1eten

activité a été réduite

favorisée en présence de NaCl pour la souche

a été enregistrée, donc un rendement de

a montré l’activité la

330.45% d’activité

en présence de l’EDTA,

D’autre part, Macedo

enzymes EDTA, inactive l’enzyme

sont favorisés dans un milieu à

ont rapportés que Enterococcus sp.

L1

E5
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La puissance de la stabilité des

de la concentration d'une amplitude donnée

métallique particulier peut agir comme un inhibiteur, mais il peut également agir comme

un activateur avec d'autres concentrations

D’après les résultats obtenus au cours de l’expérimentation sur les deux profils exo et

endoprotéase, nous avons démontré que le

protéique fait intervenir en premier lieu une protéase de paroi qui clivent les

grande peptides. Ceci rende l’activité exoprotéasique plus remarquable que les

endoprotéases. Ainsi, ces oligo

intracellulaires qui ont le potentie

acides aminées. Après, ils sont transporté

croissance des bactéries (González

III.4. Activité autolytique

Cette activité est fortement recherchée et occupe une place technologique de choix lors de

la fabrication et l’affinage des fromages

évaluée pour les deux souches

optimales de croissance (37°C).
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La puissance de la stabilité des protéases contre les ions dépend du type de métal utilisé et

tion d'une amplitude donnée. À une certaine concentration d'un ion

particulier peut agir comme un inhibiteur, mais il peut également agir comme

d'autres concentrations (Sulthoniyah et al., 2015).

D’après les résultats obtenus au cours de l’expérimentation sur les deux profils exo et

endoprotéase, nous avons démontré que le système protéolytique est

protéique fait intervenir en premier lieu une protéase de paroi qui clivent les

Ceci rende l’activité exoprotéasique plus remarquable que les

oligopeptides sont hydrolysés par tout un éventail de

intracellulaires qui ont le potentiel pour assurer la libération des petits peptides et des

ils sont transportés à l’intérieure de la cellule et donc permettre la

(González-Olivares et al., 2014).

Cette activité est fortement recherchée et occupe une place technologique de choix lors de

tion et l’affinage des fromages (Hassaine, 2013). L’autolyse bactérienne

évaluée pour les deux souches pendant 7 jours sur milieu MRS dans les conditions

de croissance (37°C). La figure 18 représente les résultats trouvés.

: Activité autolytique des souches "L1" et "E5

":Lactobacillus sp.et "E5": Enterococcus sp.
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. À une certaine concentration d'un ion

particulier peut agir comme un inhibiteur, mais il peut également agir comme

D’après les résultats obtenus au cours de l’expérimentation sur les deux profils exo et

protéolytique est un système multi

protéique fait intervenir en premier lieu une protéase de paroi qui clivent les caséines en

Ceci rende l’activité exoprotéasique plus remarquable que les

peptides sont hydrolysés par tout un éventail de peptidases

petits peptides et des

s à l’intérieure de la cellule et donc permettre la

Cette activité est fortement recherchée et occupe une place technologique de choix lors de

L’autolyse bactérienne a été

sur milieu MRS dans les conditions

présente les résultats trouvés.

E5".

jour

7 jours
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Après le 1er jour d’incubation le pourcentage d’autolyse de Lactobacillus sp. L1est de

10.06% contre 47.63% pour Enterococcus sp. E5, alors qu’après 7 jours d’incubation, les

deux souches montrent un taux d’autolyse différents, soit 21.99% et 62.08%

respectivement pour Lactobacillus sp. L1 et Enterococcus sp. E5 (Figure. 18).

D’après les résultats illustrés et le classement rapporté par Ayad et al., 2004, il en ressort

que la souche Lactobacillus sp. L1 a une activité autolytique faible. Alors que

Enterococcus sp. E5 est jugée comme hautement autolytique. Ceci est en contradiction

avec les résultats trouvés par Hassaine (2013) qui a montré des taux d’autolyse plus élevés

pour les lactobacilles en comparaison avec ceux enregistrés chez les souches

d’entérocoques et lactocoques. De même, Dako et al. (1995) et El-Soda et al. (1995)

ontrapporté que les souches du genre lactobacillus s’autolysent plus rapidement à ceux

décrits par Ayad (2001).

L’activité autolytique est plus sélectionnée chez les bactéries lactiques que les autres

starters bactériens à cause de la capacité des bactéries lactiques de produire des enzymes

spécifiques, qui sont capables d’hydrolyser les liaisons du peptidoglycane de leurs propres

parois. Le phénomène d’autolyse présente un intérêt particulier quand à son utilisation

potentielle dans la fabrication des produits laitiers fermentés. En effet, le contenu

enzymatique intracellulaire des bactéries lactiques libéré après autolyse joue un rôle

important dans le développement de la flaveur et de la texture des fromages (Visser, 1993 ;

Wouters et al., 2002 ; Ayad et al., 2003). Parmi ces enzymes, les mieux caractérisées sont

les peptidases qui libèrent des petits peptides et des acides aminés libres et qui sont des

précurseurs d’aromes. L’action des peptides contribue également à diminuer l’amertume.

L’autolyse libère aussi des estérases et des lipases doués de capacité à produire des

flaveurs dans les matrices fromagères (Hassaine, 2013).

.
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Ce travail que nous avons entrepris avait pour objectif la caractérisation de l’activité

protéolytique d’un souchier de bactéries lactiques autochtones, constitué de dix-huit

souches. Nous nous sommes intéressés à tester le pouvoir protéolytique des souches et à

évaluer l’effet de quelque facteurs physico-chimique sur les protéases exocellulaire et

intracellulaire.

La confirmation de la pureté de l’ensemble des souches lactiques a été réalisée, après une

revivification, par une coloration de Gram et le test de catalase. L’examen microscopique à

montré la présence de deux formes, des bacilles (huit souches) et des coques (dix souches)

avec catalase négatif.

A la lumière des résultats obtenus, la totalité des souches ont présenté une activité

protéolytique sur des milieux solides. Elle est exprimée d’une manière très hétérogène

entre les souches et, de plus, en termes de milieux. Sur milieu MRS au lait, nous avons

enregistré des zones de protéolyse oscillant entre 13 et 24 mm. Alors que sur milieu Agar

au lait, les zones ne dépassent pas les 14 mm.

Dans un deuxième temps, nous avons procédé à la caractérisation physico-chimique

partielle de l’activité enzymatique des exo et des endoprotéases de deux souches révélées

comme les plus protéolytiques : Enterococcus sp. E5 et Lactobacillus sp. L1. L’activité

des exoprotéases a été plus importante que celles des endoprotéases où la valeur la plus

élevée était de l’ordre de 231.66 U/ml enregistrée par la souche L1. Les mêmes

observations sont enregistrées pour l’activité spécifique des deux extraits enzymatiques.

Ces enzymes se sont avérées sensible aux variations de la température, du pH et la

présence de quelques effecteurs. L’activité exoprotéasique est à son optimum à pH 6, bien

que pour les endoprotéase a été à pH 5.4 pour la souche L1 et pH 5.7 et pH 8.2 pour la

souche E5. Concernant l’effet de la température, l’activité est meilleure à 37°C pour les

endoprotéases des deux souches et les exoprotéases de L1, contrairement aux exoprotéases

de la souche E5 où l’optimum est à 30°C.

Cependant, la présence des effecteurs a provoqué une diminution de l’activité pour les

deux souches étudiées. L’optimum de l’activité est enregistré avec l’agent chélatant EDTA

(99.16 U/ml) avec les exoprotéases de la souche L1. Celle des endoprotéases des deux

souches testées L1 et E5 est fortement inhibé en présence de NaCl (1.66 U/ml) pour
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Lactobacillus sp. L1 et de en présence de CaCl2 (5.66 U/ml) pour Enterococcus sp. E5.

Ainsi, l’activité a été réduite avec Tween 80 pour les deux souches L1 et E5.

La propriété autolytique reflète la capacité des souches de libérer des enzymes

intracellulaires suite à l’âge, le stress et les conditions défavorables. Au vu des résultats, le

taux d’autolyse d’Enterococcus sp. E5 est plus important que celui de Lactobacillus sp.

L1.

Les résultats de notre recherche permettent d’ouvrir de nouvelles perspectives. Donc pour

compléter ce travail, nous proposons :

 L’établissement des profils protéiques des souches lactiques par les techniques

(SDS- PAGE, HPLC, PCR) ;

 D’étudier leurs critères de sécurité comme la production des amines biogènes ;

 L’utilisation d’autres substrats pour mieux caractériser l’activité des

endopeptidases et tester d’autres effecteurs.

 La caractérisation moléculaire des enzymes et l'étude de la régulation de leur

expression ;

 D'évaluer de façon plus approfondie et plus précise l'influence de l'autolyse

bactérienne sur l’activité protéolytique.

La connaissance de nouvelles souches de bactéries lactiques utilisées dans l’industrie

agroalimentaire et une meilleure caractérisation de leurs propriétés fonctionnelles, offre

une nouvelle voie dans le domaine de la recherche scientifique, surtout en microbiologie

appliquée dont le but de produire à l’avenir de nouveaux produits alimentaires

concurrentiels sur le plan national et international.
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Annexes

Annexe 01 : Composition des milieux de culture, réactifs et tampons

 Milieu MRS (pH 6.5)

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

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

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

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

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

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

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

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

Sulfate de magnésium, 7 H2O ............................................................... 0.2g

Sulfate de manganèse, 4 H2O ................................................................ 0.5g

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

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

Stérilisation par autoclavage à 120°C pendant 15 min.

 Gélose Agar au lait : Il se compose d’un mélange de deux milieux

Milieu A : pour un litre

Agar ..................................................................................................... 3%

Extrait de levure .................................................................................. 1%

Autoclavage à 121°C pendant 15min.

Milieu B : pour un litre

Lait écrémé .......................................................................................... 6%

Pourpre de Bromocrésol ...................................................................... 0.006%

Stérilisation par tyndallisation 3 fois à 90°C

Mélange A/B : Agar 1.5%, extrait de levure 0.5%, lait écrémé 3.0%, pourpre de Bromocrésol

0.003%.

 Réactif de Bradford

Bleu de coomassie G250...................................................................... 10mg

Ethanol (95%) ..................................................................................... 50ml

Acide phosphorique (85%) ................................................................. 100ml

Eau distillée qsp ............................................................................... 1000ml
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Annexe 02 : Coloration de Gram

La coloration de Gram a été réalisée selon la technique suivante :

 Sur une lame, fixer à la chaleur une culture bactérienne ;

 Recouvrir la lame avec la solution de violet de gentiane pendant une minute ;

 Ajouter du lugol pendant 30 secondes ;

 Décolorer avec de l’alcool 95°, puis rincer à l’eau ;

 Faire une contre coloration en utilisant la fuschine et laisser agir 20 à 30 secondes ;

 Laver à l’eau ;

 Après séchage, soumettre la lame à une observation microscopique à immersion

(x100).

Les bactéries à Gram positif apparaissent en violet et les bactéries à Gram négatif en rose.

Annexe 03 : Croissance bactérienne

Tableau 3.1 : Evolution de la densité optique au cours du temps.

Souches T0h T2h T4h T6h T8h T24h

L1 0.571 0.742 0.701 0.741 0.971 2.602

E5 0.381 0.612 1.161 1.402 1.574 1.941
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Annexe 04 : Courbes d’étalonnage

Figure 4.1: Courbe d’étalonnage de la tyrosine

Figure 4.2 : Courbe d’étalonnage de la BSA.

y = 0,006x - 0,005
R² = 0,993

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0,3

0,35

0 20 40 60

D
O

à
2

8
0

n
m

Tyrosine (mg/ml)

y = 0,106x + 0,14
R² = 0,979

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

0 2 4 6 8 10 12

D
O

à
5

9
5

n
m

BSA mg/ml



Annexes

Annexe 05: Pouvoir protéolytique

Tableau 5.1 : Effet de pH sur l’activité endoprotéasique.

U/ml pH 5.4 pH 5.7 pH 6 pH 7.2 pH 8.2

L1 25.334 21.334 21.334 11.334 15.334

E5 18.334 26.334 18.334 9.334 26.334

Tableau 5.2 : Effet de pH sur l’activité exoprotéasique.

U/ml pH 5.4 pH 5.7 pH 6 pH 7.2 pH 8.2

L1 174.666 174.332 188.666 152.666 153.332

E5 125.666 126 131 124.666 135

Tableau 5.3 : Effet de température sur l’activité endoprotéasique.

U/ml 28°C 30°C 37°C 42°C 50°C

L1 24.334 29.334 29 24.334 14.666

E5 16.334 17.334 48.334 16 15

Tableau 5.4: Effet de température sur l’activité exoprotéasique.

U/ml 28°C 30°C 37°C 42°C 50°C

L1 137 153.322 231.666 146.322 131.666

E5 17.166 490 136.666 122.322 105.666

Tableau 5.5 : Effet des effecteurs sur l’activité endoprotéasique.

U/ml
Sans

effecteur
EDTA CaCl2 Tween 80 NaCl

L1 29 11.167 95.833 34.167 1.666

E5 48.333 12 5.667 22.500 99.167
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Tableau 5.6 : Effet des effecteurs sur l’activité exoprotéasique.

U/ml
Sans

effecteur
EDTA CaCl2 Tween 80 NaCl

L1 231.666 97.500 69.833 75 71.333

E5 136.666 99.167 63 64.667 69.833

Annexe 06 : Pouvoir autolytique

Tableau 6.1: Evolution de l’activité autolytique au cours du temps.

DO T0 24h 7J

L1 0.834 0.798 0.665

E5 1.730 0.710 0.591
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Résumé

À travers cette étude, nous nous sommes intéressés à l’évaluation de l’activité protéolytique d’une

collection de dix-huit souches de bactéries lactiques d’origine locale (dix souches d’Enterococcus

sp. et huit de Lactobacillus sp.). Les résultats obtenus montrent que la totalité de nos souches ont

été protéolytiques. Nous avons procédé, par la suite, à caractérisation physico-chimique partielle

de l’activité enzymatique des exo et des endoprotéases de deux souches révélées comme les plus

protéolytiques : Enterococcus sp. E5 et Lactobacillus sp. L1. L’activité des exoprotéases a été plus

importante que celles des endoprotéases. Ces enzymes se sont avérées sensibles aux variations de

la température, du pH et la présence de quelques effecteurs (EDTA, NaCl, CaCl et tween 80).

Ainsi, la souche d’Enterococcus sp. E5 a présenté un bon pouvoir autolytique et meilleur que celui

de la souche Lactobacillus sp. L1.

Mots clés: Bactéries lactiques, activité protéolytique, exoprotéase, endoprotéase, autolyse.

Abstract

In this study, we were interested for evaluation of the proteolytic activity for a collection of

eighteen local isolates of lactic acid bacteria (ten strains of Enterococcus sp. and eight of

Lactobacillus sp.). The results showed that the totality of strains were proteolytically active.

Thereafter, we carried a partial physicochemical characterization of the enzymatic activity of exo

and endoproteases of two strains revealed as the most proteolytic: Enterococcus spp. E5 and

Lactobacillus sp. L1. The exoprotease activity was higher than that of the endoprotease. These

enzymes proved to be sensitive to changes in temperature, pH and the presence of some effectors

(EDTA, NaCl, CaCl and Tween 80). Thus, Enterococcus sp. E5 was presented a good autolytic

activity which better than that of the Lactobacillus sp. L1.

Key-words: Lactic acid bacteria, proteolytic activity, exoprotease, endoprotease, autolysis.

الملخص

عشر سلالات من جنس( اھتممنا بتقییم النشاط ألبروتیني لثمانیة عشر سلالة من البكتیریا اللبنیة المحلیة  ، من خلال ھذه الدراسة

Lactobacillus sp.    و ثمانیة من جنس. Enterococcus sp.الذي سمح  ، أظھرت النتائج أن كل السلالات لھا نشاط بروتیني

Lactobacillusلنشاط الإنزیمي الداخلي و الخارجي للسلالتینبدراسة بعض الخصائص الفیزیائیة و الكیمیائیة ل sp. L1 و

Enterococcus sp. E5  غیر أن ھذه .فكان النشاط الإنزیمي الخارجي أفضل من النشاط الداخلي. باعتبارھما الأكثر نشاطا

EDTA(درجة الحموضة و وجود بعض المؤثرات , حساسة لتغیرات درجة الحرارة ثبت أنھاالإنزیمات  NaCl،CaCl  و

(Tween Enterococcus كما بینت النتائج أن سلالة. 80 sp. E5    لھا قدرة عالیة على الانحلال الذاتي مقارنة بالسلالة

Lactobacillus sp. L1.

.الانحلال الذاتي ,البروتینات الداخلیة, البروتینات الخارجیة, النشاط البروتیني, البكتیریا اللبنیة :الكلمات المفتاحیة
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