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Introduction

De nos jours, le monde s’intéresse de plus en plus aux aliments liés a des lieux ou territoires
spécifiques. En effet, les consommateurs sont de plus en plus attirés par les aliments locaux a
caractére ou image traditionnelle, et ces aliments locaux sont souvent per¢us comme étant de
meilleure qualité, plus frais, plus durables et contribuant a soutenir I'économie locale (Pieniak
et al., 2009). Les aliments traditionnels, tels que les aliments fermentés, sont consommés depuis
I'Antiquité et continuent d'étre la principale source de nutrition pour les populations du monde
entier. Ils sont également un élément essentiel de l'alimentation humaine et de la culture
culinaire et la majorité de ces produits sont fabriqués dans les petites entreprises via une
fermentation spontanée. Parmi les aliments fermentés, les produits laitiers sont trés appréciés
en raison de leur formulation simple (El Sheikha et Hu,2018 ; Johansen et al., 2020).

En Algérie, les produits laitiers traditionnels, en particulier les varietés fermentées, font
depuis longtemps la fierté de la cuisine algérienne et dans la culture algérienne. Il est clair que
ces produits ont joué un réle majeur dans I'alimentation des communauteés rurales. Ces produits
sont confrontés au probleme de la disparition a cause de l'urbanisation intense et la
transformation profonde des conditions de vie en milieu rural, ce qui rend leur inventaire,

identification et caractérisation plus que nécessaire (Henriques et Pereira, 2017).

Selon la fédération internationale de la laiterie (FIL) (2015), en 2014 la quantité produite a
I’échelle mondiale est d’environ 802.2 millions de tonnes, avec 6 milliards de consommateurs

dans le monde (FAO, 2016).

Le lait cru est transformé par des méthodes traditionnelles en lait fermenté qui est un
produit laitier apportant I’alimentation humaine avec des composés nutritifs aux saveurs
variées, ardmes et textures. Ces produits sont basés sur l'activité métabolique des bactéries
lactiques qui fermentent les sucres, en particulier le lactose, pour produire de l'acide lactique,
des composés acides et aromatiques qui donnent aux aliments fermentés leurs saveurs et leurs
godts distincts (Guetouache et Guessas, 2015). Parmi les types des laits fermenté : Lben,
Rayeb, les dérives grasses : Zebda et Smen et les différents types des fromages traditionnels

(Bouhezza, Klila, Jben ...).

C'est dans ce contexte que s'inscrit notre étude qui a pour objectif d’isoler et d'identifier
des bactéries lactiques a partir de Lait de chevre et de beurre (Dhan) algériens de fabrication

traditionnelle et leurs caractérisation biochimique, physiologique et technologique.
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1.1. Les bactéries lactiques

1.1.1. Historique et généralités sur les bactéries lactiques
Les bactéries lactiques sont de tres anciens micro-organismes, dont les ancétres auraient pu

voir le jour il y a trois milliards d’années. Elles seraient donc apparues avant les cyanobactéries
photosynthétiques qui ont transformé 1’atmosphére terrestre ancienne sans oxygene en

atmosphere aérobie (Drider et Prévost, 2009).

Le terme bactéries lactiques est intimement associé aux bactéries impliquées dans la
fermentation des aliments pour ’homme et ’animal. La premiére culture pure était des

Bacterium lactis probablement des Lactococcus lactis, obtenu par Lister en 1873.

Historiguement, les premiers genres a étre décrits sont : Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus et Streptococcus ; les genres ci-aprés : Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus et Weissella sont considérés comme les
principales bactéries lactiques du point de vue technologique (Guiraud, 2003 ; Limsowtin et

al., 2004).

Les bactéries lactiques sont des microorganismes utiles a I’homme lui permettant de fabriquer
et de conserver un nombre important de ses aliments. Elles sont surtout connues pour le réle
qu’elles jouent dans la préparation des laitages fermentés, elles sont utilisées également dans le
saumurage des légumes, la boulangerie, la fabrication du vin, le saurissage des poissons, des
viandes et des salaisons (EUFIC1999). Elles sont devenues les principaux candidats
probiotiques et bénéficient d’un status GRAS (Generally Regarded AS Safe). (Ait
Belghanaoui, 2006).

1.1.2. Définition et caractéristiques des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques appelées aussi bactéries de ’acide lactique (BAL) constituent un
groupe trés hétérogéne de micro-organismes partageant divers aspects morphologiques,
métaboliques et physiologiques et dont la caractéristique fondamentale est la production de
quantités appréciables d’acide lactique comme produit principal de leur métabolisme

fermentaire (Marshall et Law, 1984 ; Axelsson, 1993).

Les bactéries lactiques sont dépourvues de nombreuses activités enzymatiques comme la
catalase, la nitrate réductase et le cytochrome oxydase, elles ne produisent pas d’indole ni

d’acide sulfhydrique et certaines espéces hydrolysent la caséine.
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Elles sont protéolytiques, ne liquéfient pas la gélatine, et ne forment pas d’indole ni
d’hydrogéne sulfureux, ces bactéries sont également incapables de fermenter le glycérol

(Dellaglio et al., 1994 ; Salminen et al., 2004).

En raison de leur faible capacité biosynthétique, ces bactéries ont des exigences
nutritionnelles complexes pour les acides amineés, les peptides, les vitamines, les sels, les acides

gras et les glucides fermentescibles (Dellaglio et al., 1994).

En plus de I’acide lactique et des autres acides organiques qui empéchent le développement
des microorganismes indésirables par diminution du pH du milieu, les bactéries lactiques
produisent d’autres métabolites ayant des propriétés antimicrobiennes tels que le peroxyde
d’hydrogene, le diacétyle, la reutérine, le dioxyde de carbone et les bactériocines (Dortu et

Thonart, 2009).

1.1.3. Habitat

Les bactéries lactiques sont trés fréquentes dans la nature. Elles se trouvent généralement
associées a des aliments riches en sucres simples. Elles peuvent étre 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 biére et le pain. Quelques especes colonisent le tube digestif de

I’homme et des animaux (Leveau et Bouix, 1993 ; Hassan et Frank, 2001).

1.1.4. Taxonomie des bactéries lactiques
La taxonomie des BL a été révolutionnée en introduisant la phylogénie moléculaire basée

sur la séquence des ARN ribosomiques qui a conduit a une reclassification importante de
certaines especes et sous-especes. Plusieurs méthodes génotypes, basées sur les acides
nucléiques sont utilisées en classification, tel que le pourcentage en GC qui est retenu comme

un élément principal dans la répartition des BL (figurel). (Konig et Frohlich, 2017).
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Figure 1: Arbre phylogénétique des principaux genres de bacteries lactiques et des genres
associés, obtenu par analyse des ARNr 16S (Stiles et Holzapfel, 1997).

1.1.5. Classification des bactéries lactiques
La classification des bactéries lactiques peut se faire aussi selon des critéres
phylogénétiques par I'utilisation des méthodes moléculaires. Cependant, la caractérisation

phénotypique /biochimique classique demeure pratique dans I’identification préliminaire des

microorganismes.

Le tableau suivant présente les différents genres de bactéries lactiques et leurs principales
caractéristiques :



Synthese Bibliographique

Tableau 01: Les différents genres des bactéries lactiques (Federighi, 2005).

Genre Morphologie Fermentation Principales Habitat
Caractéristiques
Lactobacillus Bacilles Homofermentaire Thermophiles Homme,
ou ou produits
Hétérofermentaire mésophiles laitiers, carnés,
végétaux
Carnobacterium Bacilles Hétérofermentaire (psychrotrophes), Produits carné,
acidotolérants Doissons,
produits
laitiers.
Lactococcus Coques Homofermentaire Mésophiles, Produits
croissance a 10°C laitiers,
et non a 45°C Végétaux.
Streptococcus Coques Homofermentaire Thermophiles Produits
laitiers.
Enterococcus Coques Hétérofermentaire Mésophiles, Intestin de
croissance a I’homme et des
45°Cetnona animaux,
10°, produits
thermorésistantes laitiers.
Pediococcus Coques Homofermentaire Mésophiles Biere, produits
halotolérants. vegétaux,
saucissons.
Tetragencoccus Coques en Homofermentaire Mésophiles Saumures
tétrades halophiles
Leuconostoc Coques Hétérofermentaire Mésophiles Produits
végétaux,
produits
laitiers.
Oenococcus Coques Hétérofermentaire Mésophiles Vin
Bifidobacterium Forme Acide acétique et Mésophiles Intestin de
s lactique I’homme et des
Irréguliére .
animaux.
Vagococcus Coques Homofermentaire Mésophiles Intestin de
mobiles I’homme et des
animaux,
produits
laitiers
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1.1.6. Caracteéristiques des principaux genres des bactéries lactiques
Les bactéries lactiques sont représentées par plusieurs genres d'importance différente (Leveau
J.V, Bouix M,1993). Le rassemblement de ces genres dans un méme groupe est confirmé par
la taxonomie moléculaire ; I'analyse de la séquence nucléotidique de leurs ARN ribosomique
(ARNT) permet de les réunir dans un méme grand groupe phylogénétique.

Les bactéries lactiques appartiennent aux sept genres suivants : Lactococcus (Lc),
Streptococcus (St), Leuconostoc (Ln), Pediococcus (Pc), Lactobacillus (Lb), Enterococcus (E)

et Bifidobacterium (B).

1.1.6.1. Le genre Streptococccus

Ce genre comprend la majorité des especes de streptocoques ayant un pourcentage en GC entre
34- 36 % (Leveau J. V, Bouix M,1993). Ces especes ont une forme ronde et sont assembles
par deux ou en chaine, trés exigeants du point de vue nutritionnel (Guiraud.J et Joseph, 1998).
La plupart des espéces sont thermophiles, leur fermentation est homolactique. L'espéce
Streptococcus thermophilus se différencie des autres par son habitat (lait et produit laitiers) et
son caractére non pathogéne (figure2) (Sutra L et al., 1998).

La classification de BERGEY fait apparaitre 29 especes principales auxquels viennent
s'ajouter 8 espéces "nouvellement décrites”. Les 29 especes sont reparties en 6 groupes :
streptocoques hémolytiques pyogenes, streptocoques de la bouche, streptocoques fécaux ou
entérocoques, streptocoques lactiques ou lactocoques, streptocoques anaérobies et autres

streptocoques

Figure 2: Streptococcus thermophilus, au microscope électronique (Corrieu et Luquet,
2008).
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1.16.2. Le genre Lactococcus

Le genre Lactococcus recemment défini doit étre considéré dans le genre Streptococcus. Ce
sont des cellules sphériques, mésophiles, peuvent quelques fois s'allonger, elles produisent
I'acide lactique L (+) (Leveau J. V, Bouix M,1993).
Les especes de ce genre sont associés a de nombreuses fermentations alimentaires et ne
posseédent aucun caractére pathogéne. Largement présent dans le lait et les produits laitier.
Certaines especes isolées de poissons d’eau douce possedent la particularité d’étre mobiles
(Sutra L et al., 1998).

Dans le groupe des lactocoques on distingue deux espéces : Lactococcus lactis (figure 3) et
Lactococcus raffinolactis comme le fait le manuel de BERGEY (1986) sous l'ancienne
dénomination. Streptococcus lactis et Streptococcus raffinolactis.

Les espéces Lactococcus cremoris et Lactococcus diacetylactis sont considéres selon Sutra
L et al., (1998) comme sous espéces de Lactococcus lactis, qui comporte ainsi : Lactococcus

lactis ssp lactis, Lactococcus lactis ssp cremoris et Lactococcus lactis ssp diacetylactis .

Figure 3 : Lactococcus lactis au microscope électronique (Corrieu et luquet, 2008).

1.1.6.3. Le genre Leuconostoc

Il rassemble les coques lenticulaires en paires ou en chainettes mésophiles. Généralement
capsulés, qui possédent un caractére hétérofermentaire marqué, avec production de l'a cide
lactique (isomére D), de CO, et éthanol, certaines espéces sont capables de fermenter le citrate,
ce qui leur confere une activité aromatique importante, elles ne sont pas pathogenes, ce sont des
contaminants fréquents qui produisent des accidents de fabrication dans les produits acides,

sucrés et dans les végétaux (Sutra L et al., 1998).
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Les Leuconostoc sont mésophiles, la température optimale de croissance se situe autour de
25°C. Aucune espéece ne se cultive a 45°C, Leuconostoc mesenteroides ssp cremoris (figure 4)
ne pousse pas a 37°C, tout comme Leuconostoc oenos, pour ces souches, la température
minimale de développement est de 10°C (J-Y. Leveau et al., 1991). Leur pourcentage en

GC% est compris entre 36 -43 % (Leveau J. V, Bouix M,1993).

La classification de BERGEY fait apparaitre 04 especes : Leuconostoc mesenteroides qui
comporte trois sous especes (Leuconostoc mesenteroides ssp mesenteroides, Leuconostoc
mesenteroides ssp dextranicum, Leuconostoc mesenteroides ssp cremoris), Leuconostoc lactis,

Leuconostoc oenos et Leuconostoc paramesenteroides.

Figure 4 : Leuconostoc mesenteroldes au microscope électronique (Wallace et al., 2003).

1.1.6.4. Legenre Pediococcus

Ce sont des cellules sphériques, associées en paires et en tétrades, les pediocoques (figure 5)
sont homofernentaires, produisent de I'acide lactique DL ou L (+), elles sont mésophiles, et le
plus souvent incapables d'utiliser le lactose. Ce sont des agents de dégradation des brasseries
(Pc. damnosus), et causent aussi des altérations (viscosité) dans les produits; végétaux et
parfois les viandes et les poissons (Leveau J. V ,Bouix M,1993 ). La classification de
BERGEYS recense 08 espéces dans ce genre : Pc. damnosus, Pc. pnulus, Pc. Inopinatus, Pc.

Dextrinicus, Pc. Acidilactici, Pc. Halophilus et Pc. urinaeequi.

Ces bactéries ont la particularité de se reproduire alternativement suivant deux plans
perpendiculaires (J-Y. Leveau et al., 1991). Leur pourcentage en bases GC est entre 34-42%

(Leveau J. V, Bouix M,1993).
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Figure 5 : Pediococcus au microscope électronique (Wallace et al., 2003).

1.1.6.5.  Legenre Lactobacillus
Il s'agit de bacilles souvent allongés, parfois groupés en paires ou en chaines, certaines
espéces sont homolactiques, d'autres hétérolactiques produisant des acides volatiles, de

I'éthanol et CO; en plus de l'acide lactique.

Lactobacillus est le genre principal de la famille des Lactobacillaceae. Il contient de
nombreuses especes qui sont des agents de fermentation lactique intervenant dans de
nombreuses industries (Guiraud. J et Joseph, 1998). Ce genre est caractérisé par
I'hétérogénéite de ces especes car le pourcentage en GC% de leurs ADN est compris entre 32-
53% (Leveau J. V, Bouix M,1993). Le genre Lactobacillus a été subdivisé par ORLA-
JENSEN en 1919 en trois groupes.

Groupe | : « Thermobacterium » regroupe les Lactobacilles thermophiles et
homofermentaires obligatoires produisant exclusivement de I’acide lactique a partir du glucose
a 45°C mais pas a 15°C. lIs sont incapables de fermenter les pentoses et le gluconate. Ce groupe
est constitué d’environ 25 espéces, la plupart des especes présentes dans le lait et les produits
laitiers (Lb. helveticus, Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus), mais un grand nombre a été isolé chez
I’Homme et les animaux dans le tractus digestif et les organes génitaux.

Groupe Il : « Streptobacterium » ce sont des espéces hétérofermentaires facultatives, c'est-
a-dire capables d’utiliser la voie hétérofermentaire dans certaines conditions comme une
concentration en glucose limitante. Il est constitué d’une vingtaine d’espéces dont Lb. Casei,
Lb. Curvatus, Lb. sakei et Lb. plantarum, majoritairement mésophiles. Ils sont isolés des

fourrages, des produits laitiers et des produits carnés.
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Groupe 111 : « Betabacterium », ce sont des Lactobacilles hétérofermentaires obligatoires,
utilisant la voie des pentoses phosphates pour la fermentation des hexoses et des pentoses. Il
comporte des especes relativement hétérogenes et mésophiles comme Lb. fermentum, Lb. brevis
et Lb. sanfransisco. Outre leur présence dans les produits laitiers et carnés certaines espéces
se développent dans le tube digestif de ’homme et participent a 1’équilibre de la flore

intestinale.

Figure 6 : Lactobacillus casei au microscope électronique (Corrieu et Luquet ,2008).

1.1.6.6. Le genre Enterococcus

Ce genre forme des coques, genéralement groupés ou isolés, en paire, en chainettes ou en
amas et leur morphologie peut varier selon les conditions de culture (Devriese et al.,1993).
Il se caractérise par sa tolérance a 6,5% de NaCl, au pH 9,6 et par la croissance a 10°C et
45°C avec une température optimale de croissance de 35°C a 37°C (Zhang et Cai, 2014).
Les entérocoques peuvent étre mobiles, homofermentaires, généralement différenciés par

la fermentation de I’arabinose et le sorbitol (Tamime ,2002 ; Ho et al., 2007).

Figure 7 : Enterococcus faecalis au microscope électronique (Wallace et al.,2003).

10
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1.1.6.7.  Legenre Bifidobacterium
Le genre Bifidobacterium (figure 8) est considéré comme faisant partie du groupe des

bactéries lactiques grace a la similarité de ses propriétés physiologiques et biochimiques et a sa
présence dans le méme habitat écologique, tel que le tube gastro-intestinal. Ces
microorganismes sont phylogénétiquement sans rapport avec ces derniéeres. Ils sont davantage
lies au phylum Actinobacteria (anciennement Actinomycétes) des bactéries Gram positif dont
I’ADN est a haut pourcentage de G +C. Les bifidobactéries se caractérisent par leur forme tres
irréguliére souvent en forme V mais pouvant étre coccoides, la présence d'une enzyme, la
fructose-6-phosphate phosphocétolase, celle-ci leur permet de fermenter les hexoses en
produisant de l'acide acétique et de l'acide lactique. Leur température de croissance varie de
36°C a 43°C (figure 8). (Axelsson et al., 2004 ; Pilet et al., 2005 ; Ho et al., 2007).

" - -

Figure 8 : Bifidobacterium sp sous microscope électronique (wallace et al., 2003).

1.1.7. Voies métaboliques des bactéries lactiques
Les bactéries lactiques peuvent étre divisees en deux groupes homofermentaires et hétéro-

fermentaires (figure 9) en se basant sur les produits fabriqués a partir de la fermentation du

glucose (Atlan et al., 2008).

1.1.7.1. Les BL homofermentaires
Toutes les bactéries lactiques (a I’exception des genres : Leuconstoc,Oenococcus, Weissella et

certains membres du genre Lactobacillus) entravent la voie de la glycolyse pour dégrader les
hexoses (ex : glucose). Apres son transfert vers la cellule, le glucose subit une phosphorylation
pour se transformer en fructose qui est a son tour phosphorylé en fructose 1 -6 di-phosphate puis
clivé en dihydroxyacétone phosphate et glycéraldéhyde phosphate (GAP), ces deux derniers
sont convertis en pyruvate. Le pyruvate est dans une derniére étape réduite en acide lactique

qui est le produit unique : ¢’est la fermentation homolactique.

11
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Dans les conditions défavorables telle que la limitation du glucose, ces bactéries produisent
également I’acide formique, I’acide acétique, 1’éthanol et/ou le CO, par la voie de fermentation

des acides mixtes (Mozzi et al., 2010).

1.1.7.2.  LesBL hétérofermentaires
Ce groupe utilise la voie des pentoses phosphate (ou 6-phosphogluconate) qui consiste en

une déshydrogénation du glucose, apres sa phosphorylation, pour donner le 6-
phosphogluconate qui subira une décarboxylation. Le pentose résultant est clivé en
glycéraldéhyde phosphate (GAP) qui suit la voie de la glycolyse donnant 1’acide lactique et
I’acétyle phosphate qui sera réduit en éthanol. En raison de la production de CO,, d’éthanol ou
de I’acétate en plus de I’acide lactique, cette fermentation est appelée hétérolactique (Salminen
et al., 2004).

HETEROFERMENTAIRE

Glucose
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Figure 9 : Voies fermentaires de la dégradation du glucose (Atlan et al., 2008).

[GLK : glucokinase, FBA : fructose-1,6- bisphosphate aldolase, XPC : xylulose-5-phosphate phosphocétolase,
PK : pyruvate kinase, LDH : lactate déshydrogénase].
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1.1.8. Exigences nutritionnelles des bactéries lactiques
Si les bactéries lactiques sont considerées comme un des groupes bactériens les plus

exigeants du point de vue nutritionnelle, c’est parce qu’elles requiérent non seulement des
substrats complexes carbonés, azotés, phosphatés, et soufrés, mais aussi des facteurs de

croissance comme les vitamines et les oligo-éléments.

1.1.8.1. Exigences en oxygene
Généralement, les bactéries lactiques sont considérées comme des germes anaérobies

facultatifs ayant une préférence pour des conditions anaérobies selon Whittenbury (1978).
Cependant, cet auteur fait remarquer que les bactéries lactiques sont uniques parmi les bactéries
capables de croitre en aérobiose, par le fait qu'elles sont incapables de synthétiser des
porphyrines (et donc des cytochromes et de la catalase) et qu'apparemment, elles ne sont pas
capables de former de I'ATP par la chaine de transport des électrons (ou phosphorylation
oxydative). Si lI'oxygéne peut parfois leur étre substrat, il conduit comme produit final au

peroxyde d'hydrogene (H,O ;) qui est toujours un produit toxique (Davis, 1963).

1.1.8.2.  Exigences en acides aminés

Les BL exigent la fourniture exogéne d’acides aminés pour leur croissance, car elles sont
incapables d’en effectuer la synthese a partir d’une source azotée minérale simple. Ces besoins
en acides aminés sont cependant variables d’une souche a une autre. D’une maniére générale
Streptococcus thermophilus est I’espéce la moins exigeante (6 acides aminés au maximum)
alors que les lactobacilles sont auxotrophes pour un trés grand nombre d’acides aminés (Kassas,
2017).

1.1.8.3.  Exigences en vitamines
Les vitamines jouent un r6le primordial dans le métabolisme cellulaire, les bactéries lactiques

sont incapables de synthétiser des vitamines (Desmazeaud et De Roissart, 1994). La vitamine
B6 (pyridoxal) est stimulante ; lI'acide aminé L-alanine peut remplacer cette derniere chez
certaines souches. En général, I'acide folique ou folinique, la thiamine et la vitamine B12 ne
sont pas exigés. Les exigences en biotine ont été plus difficiles a mettre en évidence car des
interférences avec l'utilisation du CO, peuvent se produire. En effet, le CO; serait essentiel pour
la croissance des streptocoques lactiques car il serait impliqué dans la biosynthése de I'acide
aspartique et des acides gras par un phénomeéne de fixation faisant intervenir la biotine (Law et

Sharpe, 1978). Les streptocoques thermophiles montrent une exigence absolue en acide

13
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pantothénique et en riboflavine et & un moindre degré en thiamine, en nicotinamide (ou acide
nicotinique) et en biotine. La pyridoxine (ou ses dérivés) stimule fortement leur croissance

(Guss et Delwiche, 1954).

Tableau 02:besoins en vitamines de quelques bactéries lactiques (Corrieu et Luquet ,2008).

Vitamines Lactobacillus Lactococcus Streptococcus
thermophilus

Acide ascorbique ++

Acide folique V

Acide nicotinique +

Acide pantothénique (vitamine B5) ++ ++ ++

Biotine V + +

Cobalamine \V Vv

Niacine ++ ++ +

Pyridoxine \V +

Riboflavine ++ Vv ++

Thiamine Vv \Y +

++ : Exigence absolue, + : stimulant mais non essentiel, V : variable selon I’espéce

1.1.8.4.  Exigences en base azotés
Les bases azotées peuvent étre stimulantes pour la croissance des BL. De telles exigences
proviennent de I’absence d’enzymes impliquées dans le métabolisme des pyrimidines et des
purines. Les streptocoques thermophiles présentent une exigence absolue pour les bases :
adénine, guanine, uracile et xanthine tandis que les lactobacilles exigent la présence d’adénine,
de cytidine, de désoxyguanosine, de guanine, de thymidine et uracile. En général, chez les
lactobacilles, les exigences en bases azotées sont trés variables selon les souches ; I’addition de
ces composés peut méme, chez certaines souches, entrainer des phénomeénes d’inhibition de la

croissance (Kassas, 2017).

1.1.8.5.  Exigencesen glucides
Les bactéries lactiques ont besoin d'un apport de nutriments comportant au moins un sucre

fermentescible comme source d'énergie. La fermentation des sucres s'effectue essentiellement
en trois étapes. Premiérement, le transport du sucre a travers la barriére hydrophobe de la

membrane cellulaire. Deuxiémement, le catabolisme intracellulaire du sucre et enfin la
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formation et I’expulsion extracellulaire des métabolites terminaux généralement acides

(Desmazeaud ,1983).

1.1.9. Intérét des bactéries lactiques
Les bactéries lactiques jouent un rdle important que ce soit dans I’industrie alimentaire

ou dans le domaine thérapeutique.

1.1.9.1. Dans P’industrie alimentaire

Les bactéries lactiques sont impliquées dans la fermentation et la bioconservation de différents
aliments. Ainsi, les souches de Lactobacillus bulgaricus, Sterptococcus thermophilus sont
utilisées pour la production du yaourt, des fromages et des laits fermentés (Yateem et al., 2008).
Le vin, les poissons, les viandes, les charcuteries, le pain au levain entre autres sont aussi des
produits de fermentation par des bactéries lactiques (Badis et al., 2005).

Les souches de BL utilisées en industrie alimentaire ont pour but améliorer les caractéristiques
organoleptiques des produits fermentés et d’augmenter leur durée de conservation sans
utilisation de conservateurs chimiques grace aux substances antimicrobiennes qu’elles
secretent, elles doivent également répondre a certains criteres tels que : absence de
pathogeénicité ou activité toxique, facilité de culture et de conservation, et maintenance des
propriétés desirables durant le stockage (Marth et Steele, 2001).

1.1.9.2. Dans le domaine thérapeutique

L’intérét des bactéries lactiques en matiere de santé humaine a €été initialement proposé au

début du siecle, en 1907, par le russe Metchnikoff (Metchnikoff E, 1907).

Les bactéries lactiques, présentes dans le tractus digestif de ’homme et des animaux, jouent
un réle non négligeable sur la santé de leur héte. Incorporées dans les laits fermentés ou des
aliments supplémentés, on leur attribue plusieurs effets thérapeutiques. Les substances
antimicrobiennes qu’elles produisent contrdlent la prolifération de pathogénes indésirables

(Corcy et Lepage, 1991). Parmi leurs r6les bénéfiques des BL sur la santé :

- Elles élaborent des enzymes qui viennent en aide au métabolisme de leur hote, plus

particulierement pour les individus déficients en lactase.
- Leurs propriétés anti-cholestérol interviennent en diminuant le taux de cholestérol sérique.

- Elles peuvent réduire les chances d’apparition du cancer du cdlon en éliminant les substances
pro-carcinogenes et en intervenant sur les enzymes fécales susceptibles de transformer les

substances pro-carcinogenes en substances carcinogenes.
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- Elles interviennent sur la suppression des tumeurs par activation des macrophages.

1.1.10. Lacroissance des BL
Lorsque les conditions de milieu sont favorables (présence de nutriments, Température, activité
de l'eau, pH, absence d’antiseptiques ou d'antibiotiques...), la croissance des BL suit la courbe
de la figurelO (Buchanan, 1918).
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Figure 10 : : Les différentes phases de croissance bactérienne en milieu liquide décrites
par Buchanan (1918).
On reconnait classiquement les six phases successives suivantes (De Roissart, 1986 ;
Augustin, 2005)
+ La phase de latence (u=0), elle suit immédiatement 1’ensemencement du milieu par
I’inoculum bactérien. Cette phase correspond a une période d'adaptation de I'inoculum a
son nouvel environnement de croissance et sa durée dépend de la nature du milieu d'accueil,

de I'état physiologique des cellules inoculées et éventuellement de la taille de I'inoculum.

* La phase d’accélération (u augmente), pendant laquelle le métabolisme cellulaire

reprend et la croissance démarre.

» La phase exponentielle (p=pmax constant), au cours de laquelle toutes les bactéries se
trouvent dans leur état physiologique optimal et se multiplient a leur taux de croissance
maximum. Cette phase se présente sous la forme d'une portion linéaire lorsque I'on
représente I'évolution du logarithme de la concentration bactérienne ou de la biomasse en

fonction du temps.
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* La phase de ralentissement (u diminue), elle est due a I’épuisement d’un ou de
plusieurs substrats limitants (sucres, acides aminés...), a 1’accumulation de produits

toxiques (acide lactique, acide acétique, peroxydes.) ou simplement a I’abaissement du pH.

» La phase stationnaire (u=0) qui correspond a un arrét de la croissance, la culture atteint
alors sa densité maximale.
» La phase de déclin (u négatif), qui correspond a la mort des bactéries et éventuellement

a leur lyse par mangue des réserves énergétiques ou par intoxication.

1.1.11. Méthodes d’identification des bactéries lactiques
Les méthodes classiques de classification des bactéries lactiques ont toujours été basées sur

des caractéristiques morphologiques, phénotypiques, biochimiques et physiologiques.
Les principales méthodes utilisées pour la classification et I’identification des bactéries
lactiques selon Michel (2005).

- Méthode classique

Sur les milieux MRS, ELIKER ou M17 les bactéries lactiques forment de petites colonies (2
a 3 nm de diamétre) blanches d’aspect crémeux légérement bombées.
L’appartenance au groupe se fait sur la base de la coloration de gram positive, d’activité
catalase et oxydase négatives et éventuellement 1’absence de réduction des nitrates.
L’identification du genre est d’abord par la morphologie, puis par le type fermentaire

(production de CO; a partir du glucose), et les conditions physiologiques de croissance.

L’identification des espéces se base, en plus de ces tests sur le profil de fermentation de
différents glucides, la dégradation de I’arginine, la production de dextrane, et I’isomére de
I’acide lactique.

Des tests plus spécifiques comme la recherche du pouvoir hémolytique peuvent étre utilisés
pour les Streptococcus et les Enterococcus.

- Méthode moléculaire

La technique de ’ADN chromosomique correspondant a L’ARNr 16S permet I’identification

précise de I’espéce, il s’agit d’une procédure trés adaptée de sélection des souches naturelles et

traditionnelles pour un usage alimentaire (Badis et al., 2004).
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1.2. Les activités a intérét technologique des bactéries lactiques

En dehors de la production de lactate, les BL sont composés de genres et especes présentant
des caractéristiques morphologiques et physiologiques diversifiés, cela se traduit par 1’existence
au sein des especes de nombreuses souches posseédent des propriétés fonctionnelles et
technologiques trés importantes comme : I’acidification, la protéolyse, la lipolyse, la
production de composés aromatiques et I’amélioration de la texture (Muthukumarasamy et
Holley, 2006 ; Casaburi et al., 2008 ; Salvucci et al., 2016).

1.2.1. L’activité acidifiante

L’activité acidifiante est 1’une des principales fonctions des bactéries lactiques dans la
fabrication des produits fermentés, les BL provenant des matiéres premiéres ou de
I’environnement sont responsables de la production d’acide lactique résultant de I’utilisation
des hydrates de carbone (Visessanguan et al., 2006). L’activité acidifiante des ferments dépend
de la nature et de I'équilibre entre les différentes souches présentes, en particulier, la présence
de certaines espéces ou mélanges d'espéces différentes va permettre d'obtenir I'activité voulue.
Cependant, il est important de souligner qu'il existe une forte variabilité de I'activité acidifiante
des bactéries lactiques, y compris au sein d'une méme espéce (Corrieu et Luquet, 2008). Les
conséquences, d’ordre physico-chimique et microbiologique, peuvent se résumer ainsi par
(Béal et al., 2008) :
- Accumulation d’acide lactique participant a la saveur des aliments fermentés.
- Abaissement progressif du pH des milieux de culture et des matrices alimentaires.
- Limitation des risques de développement des flores pathogénes et d’altération dans les
produits finaux.
- Déstabilisation des micelles de caséine, coagulation des laits et participation a la synérése.

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, les quelles vont conditionner le choix des souches (Monnet et al., 2008).

1.2.2. L’activité protéolytique

Cette activité est due aux protéases qui scindent les protéines en gros et moyens peptides et
aux peptidases qui dégradent en acides aminés ces peptides (Menigjin et al., 2010 ; Monnet et
al., 2008).

En effet, le systéeme protéolytique des bactéries lactiques est composé de protéases associees

a la paroi qui catalysant I’hydrolyse de protéines en polypeptides. Les endopeptidases et
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exopeptidases par la suite dégradent ces polypeptides en oligopeptides de 7 a 16 résidus aminés

et d’acide aminés libres assimilables (Menigjin et al., 2010 ; Salvucci et al., 2016).

Les LAB synthétisent de nombreuses protéases pouvant étre des aminopeptidases
dipeptidases ou tripeptidase localisées au niveau de la membrane plasmique ou dans le
cytoplasme (Ho et al., 2007 ; Atlan et al., 2008 ; Lahtinem et al., 2012).

Cependant la faible teneur en acide aminé essentiels comme 1’arginine et leucine dans la
fraction non protéique du lait et I’incapacité des BL d’en effectuer la synthése a partir des
sources azotées plus simple constituent une limite de croissance de ces germes particuliérement

exigeants (Bouton, 1992).

La croissance jusqu'a des densités cellulaire permettent aux bactéries lactiques d’assurer les
fonctions de fermentation reposant sur un systeme protéolytique capable de satisfaire tous les
besoins en acide aminés en hydrolysant les protéines. Ainsi les bactéries lactiques démontrent
des potentialités différentes liées a leur équipement enzymatique pour I’utilisation de la fraction

azotée (Donkor et al., 2007 ; Monnet et al., 2008 ; Roudj et al., 2009 ; Dahou et al., 2015).

1.2.3. L’activité lipolytique

La lipolyse est le processus d'hydrolyse de la matiére grasse du lait, elle joue un réle crucial
dans le développement de la saveur d’une gamme de produits alimentaires. Les acides gras
libres (AGL) et les esters déerivés des AGL sont des composés aromatiques importants dans le
fromage. Les bactéries lactiques sont largement utilisées comme cultures de démarrage dans la
fabrication des fromages gréace a leur activité lipolytique qui est nécessaire et contribue a la
fermentation et au développement des saveurs finales par I'hydrolyse des triglycérides pour
produire des acides gras libres, du glycérol et des intermédiaires tels que les mono- et

diglycérides (Blaya et al., 2018).

En générale, les BL ont un systeme lipolytique plus faible que les autres micro-organismes
lipolytiques, mais malgré ce systeme plus faible, certaines espéces peuvent avoir des enzymes
intracellulaires capables d'hydrolyser les lipides du lait, telles que les estérases et les lipases.
Par exemple, la matiére grasse naturelle du lait est principalement composée de triglycérides
émulsifiés qui ne peuvent étre hydrolysés que par des lipases. Cependant, les mono- et
diglycérides produits par I'nydrolyse des triglycérides peuvent étre hydrolysés par certaines
esterases, (Les estérases effectuent I'hydrolyse et la synthése des liaisons ester et peuvent étre

en outre classées comme lipases). L’activité estérase des BL a été détectée chez les
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streptocoques, les lactocoques et les lactobacilles mésophiles et thermophiles (Thierry et al.,
2017). Ainsi que Dortu et Thonart (2009) ont rapporté que les lactocoques lors de la
fermentation du lait provoquent la libération d'enzymes intracellulaires dans le produit final et

entraine la formation des arébmes.

1.2.4. L’activité aromatisante

Les bactéries lactiques ont les avantages techniques nécessaires pour obtenir la saveur unique
des aliments fermentés dont leur qualité dépend de la capacité des levains lactiques a produire
de la saveur et de I’arome. Les especes des deux genres Lactococcus et Leuconostoc sont
considérées comme les principales espéces responsables de la production de composés
aromatiques présents dans les derivés laitiers. Lactococcus lactis ssp lactis et Lactococcus lactis
ssp cremoris produisent des acides organiques tels que l'acide lactique et l'acide acétique.
L’acétaldéhyde, le diacétyle, I’acétoine et le 2-3 butanediol sont principalement formés a partir
du citrate du lait par les especes Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis et Leuconostoc
mesenteroide. La synthése de ces composés est largement dépendante des especes impliquées
dans la fermentation des produits et des voies métaboliques qui les caractérisent (Figure 11),
plusieurs especes lactiques ont été évaluées pour leur capacité a dégrader les acides aminés en
composés aromatiques. Ces derniers sont formés par 3 voies cataboliques principales :

protéolyse, glycolyse et la lipolyse (Farag et al., 2020 ; Chen et al., 2017).

Proteolysis Lipolysis

______________________________

| Lipases |
..... |

i Esterases !

Free fatty acids

...................

Short peptides

Free amino acids

!

Volatile flavor compounds, such as

Volatile sulfur compounds, carboxylic

acids, methyl lactones, esters, and lactones, secondary alcohols,
alcohols unsaturated fatty acids, and aldehydes
Flavor compounds

| Metabolite flavor analysis I

Figure 11 : Voies métaboliques de production d'arémes (Farag et al., 2020).
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1.2.5. L’activité texturante

Les BL produisant des exo-polysaccharides (EPS) ; ces microorganismes présentent une
importance industrielle dans ’amélioration des produits alimentaires et sont utilisés comme
cultures starters pour la production du yaourt, des fromages et des produits a base de céréales
(Liu et al., 2010).

Les EPS sont formées par une succession d'unités répetitives linéaires ou ramifiees de
monosaccharides reliés entre eux par des liens osidiques. Ces unités sont principalement le
glucose, le galactose, le mannose, N-acétylglucosamine, Nacétylgalactosamine, et le fructose,

en proportions variables (Khue et Ngoc, 2013 ; Finore et al., 2014 ; Zarour, 2018).

Certaines souches des bactéries lactiques ont la caractéristique de synthétiser des EPS,
glucanes (dextranes) et fructosanes (levanes) (Leveau et Bouix, 1993). Ces polymeéres de sucre
jouent un réle important pour la consistance et la rhéologie des produits transformés. Comme
exemple, Lb. delbrueckii ssp. Bulgaricus et Streptococcus thermophilus produisent des EPS,
qui sont utilisés dans la fabrication des yaourts pour améliorer la texture, éviter la synérése et

augmenter la viscosité du produit fini (Leroy et De Vuyst, 2004 ; Ho et al.,2007).
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1.3. Résistance des bactéries lactiques aux antibiotiques

Les bactéries lactiques sont naturellement résistantes a beaucoup d’antibiotiques grace a leur
structure et physiologie. Les travaux de Temmerman et al., (2003) ont montré que 68.4% des
probiotiques isolés ont une resistance a un antibiotique ou plus. Des souches de Lactobacillus
ont été trouvées résistantes a la kanamycine (81%), a la tétracycline (29.5%), a I’érythromycine
(12%) et au chloramphénicol (8.5%). 38% des isolats de Enterococcus faecium ont été trouves
résistants a la vancomycine. Dans la plupart des cas la résistance n’est pas transmissible,
cependant, il est possible que le plasmide codant pour la résistance aux antibiotiques soit
transféré a d’autre espéces et genre. C'est une raison significative pour choisir des souches

manquantes du potentiel de transfert de résistance (Denohue, 2004).

Les autorités européennes ont récemment conclu que quelques bactéries utilisées pour la
production d’aliments pourraient poser un risque a la sant¢é humaine et animale en raison
d'héberger des souches avec les génes de résistance transmissibles. Par conséquent, avant de
lancer une culture probiotique, il est important de vérifier que les souches bactériennes
impliquées ne comportent pas de genes transmissibles de résistance aux antibiotiques (Ammor

et Mayo, 2007).

1.3.1. Meécanismes de résistance des BL aux ATB
Un ATB agit du fait de son affinité pour une cible vitale pour la bactérie. Sa fixation

spécifique inhibe le fonctionnement de cette cible qui est en général une enzyme ou une
structure clé impliquée dans la synthése de la paroi, des acides nucléiques, des protéines ou de

la membrane cytoplasmique (Turner et al., 2016).

Cibles des Mécanismes de
antibiotiques résistance
Antibiotique .

RS

Efflux actif

Paroi
Membrane
cytoplasmique

ADN bactérien

Modification de
la cible
Inactivation
enzymatique

m Imperméabilité

Ribosome

Figure 12 : Mécanismes de résistance des bactéries aux antibiotiques (Cardot et al.,
2019).
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Les mécanismes de résistance des bactéries lactiques aux antibiotiques sont variées et

complexes mais peuvent étre regroupés en quelques grandes catégories dont les suivantes :

1.3.1.1.  Inactivation de I’antibiotique

C'est le processus le plus fréquent chez les bactéries a Gram négatif. Cette capacité
a résister est liée a la production d'enzymes qui soit détruisent I'ATB, soit ajoutent des

radicaux libres, ce qui entrave ou diminue la liaison de I'ATB a sa cible (Pons, 2022 ;

Lanotte et Pasquier, 2022).

o Production des enzymes inactivant les ATB : Certaines bactéries synthéetisent

des enzymes B-lactamases capables d'hydrolyser les B-lactamines.

o Production des enzymes qui modifient les antibiotiques : L'immobilisation

enzymatique des résidus sur les aminoglycosides réduit leur affinité pour les cibles.

1.3.1.2. Modification ou remplacement de la cible

La cible peut étre structurellement modifiée ou remplacée pour que le composé
antibactérien, ne puisse plus se lier et exercer son activité au niveau de la bactérie (Muylaert
et Mainil, 2012).

La modification de la cible peut é&tre obtenue par mutation ou par modification
enzymatique, en réorganisant la paroi cellulaire, qui protége les topoisomérases

bactériennes de I’activité inhibitrice des quinolones (Martinez, 2014).

1.3.1.3. Efflux actif
Il s'agit d'un mécanisme actif d'excrétion des ATB de l'intérieur de la bactérie vers
le milieu extérieur. L'ATB n'a pas le temps d'agir sur sa cible et devient donc inactif
(Grohs, 2017). Cet efflux actif nécessite de I'énergie sous forme d'ATP (adénosine tri
phosphate) ou d'un gradient électrochimique transmembranaire, utilisé par des pompes a

efflux ou transporteurs actifs qui réduisent la concentration intracellulaire de I'ATB

limitant l'acces a sa cible (Mangin, 2016).

1.3.1.4. Perméabilité réduite de la molécule

Changement de perméabilité de la membrane interne ou externe des bactéries a gram
négatif qui sont munies d’une enveloppe additionnelle, qui sert de barriere de protection.

La réduction de perméabilité cellulaire se produit par la diminution de I’entrée de
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I’antibiotique sur son site, provoquée par 1’altération des porines dans la paroi des BGN
pour réduire ou bloquer la pénétration de I’antibiotique jusqu’a son site d’action. La
mutation des porines jouerait un r6le important dans 1’émergence d’une résistance (Carle,

2009).

1.3.1.5. Protection de la cible

Ce mode de résistance est bien connu pour la famille des tétracyclines et a été plus récemment
décrit pour les quinolones et les fluoroguinolones. Il s'opére grace a un encombrement stérique
du ribosome par production de protéines Tet (M) et Tet (O), qui délogent les tétracyclines de
leur cible ou par synthése de protéines gnr (Quinolone Resistance), qui se fixent sur la
Topoisomérase, cible des fluoroguinolones, réduisant leur affinité pour celle-ci (Demoré et
al.,2012 ; Muylaert et al., 2012).

1.3.1.6. Piégeage de I’antibiotique

Les bactéries sont capables de piéger un antibiotique en augmentant la production de sa cible
ou en produisant une autre molécule possédant une affinité pour ce dernier. Il en résulte une
diminution de I’antibiotique a I’état libre au niveau de la cible. Ainsi des mutations
chromosomiques responsables d’une surproduction des cibles des sulfamidés et du

triméthoprime ont été décrites chez de nombreuses espéces bactériennes.

Ce mécanisme est également impliqué dans des bas niveaux de résistance aux glycopeptides
chez certaines souches de S.aureus, et a la Tobramycine chez E. coli (Guard et Courvalin,

2006).
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1.4. Les produits laitiers traditionnels algériens

Il existe une tres grande variété de produits laitiers dans le monde & savoir des laits fermentes,

du beurre, des fromages selon la source du lait (vache, brebis, chevre, etc.) et la technologie

appliquée (traitement thermique, utilisation de levains, etc.) (Fox et al., 2004).

En Algérie les produits laitiers fermentés sont consommeés traditionnellement ce qui reflete

un aspect important de la culture algérienne. La transformation traditionnelle du lait en produits

laitiers traditionnels algériens fait partie intégrante de 1’héritage et a une grande importance

culturelle médicinale et économique (EI Marrakchi et Hamama, 1996 ; Lahsaoui, 2009).

Cette transformation abondant dans certaines périodes de ’année a permis I’apparition d’une

gamme de produits laitiers dont les boissons, les dérivées laitiers gras et les fromages.

Cependant, plusieurs produits traditionnels sont actuellement en voie de disparition pour

différentes raisons dont les plus importantes, la migration rurale et le changement des habitudes

alimentaires (figure 13) (Aissaoui et al., 2006 ; Bendimerad, 2013).

puis

Figure 13 : Schéma simplifie montrant les différentes étapes de préparation des produits

laitiers traditionnels Algériens (Bendimerad,2013).
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Le tableau suivant présente un récapitulatif des différents produits laitiers algériens

traditionnels.

Tableau 3: les produits laitiers traditionnels

Catégorie | Produit | Description Réferences
Lait caillé obtenu par acidification
spontanée a température ambiante pendant | Guizani etal.,(2001)
24 a 72h selon la saison. Consomme tel | Benkerroum (2004)
Rayeb quel ou transformé. Fermentation par des | Bendimerad (2013)
bactéries lactiques mesophiles | Mechai etal., (2014)
(leuconostocs, lactocoques).
Lait
fermenté Produit d’origine ancienne. Lait laissé a
température ambiante jusqu’a coagulation | Benkerroum et
L’ben (24h a 48h) suivi d’un barattage de 30 a 40 | Tamime (2004)
min. Ajout de 10% d’eau tiéde pour | Quadghiri (2009)
faciliter la formation de beurre.
Fromage frais populaire en zones rurales et
urbaines. Fabriqué a partir de lait de vache | Benkerroum et
Jben ou de chévre. Tamime (2004)
Etapes maturation,  coagulation, | Randazo et al.,
égouttage. (2009)
Fromages .
- Frais : Jben, Mechouna, Inhumane ,
Aghoughlou, Kemariya, Oudiouan Oulli, Leksir (2018)
Autres Klila frais
fromages | - Affinés : Bouhezza
- Fondus : Medghissa
- Durs : loulsan, Takammart, Klila séchée
Beurre conservé. Préparé artisanalement | EI Marrakchi et al.,
Smen par lavage, salage, conditionnement en | (1986)
pots en terre, puis conservé a l’abri de | Sakili et Issouel
Dérivés ’air/lumiére pendant au moins 6 mois. (2003)
laitiers gras Beurre frais obtenu aprés barattage du | Benkerroum et
Dhan Rayeb. Ajout d’eau tiede (40-50°C) en fin | Tamime (2004)

de barattage pour faciliter I’agglomération
des globules gras. Consistance molle a
cause de la forte concentration en eau.
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1.4.1. Le lait de chevre
Le lait est un liquide physiologique complexe sécrété par les mammiféres (Mahe, 1996). Il

est blanc mat due a I’absence de B-caroténe (Goursaud, 1985). Le lait de chévre a un goQt
Iégérement sucré, il est caractérisés par une odeur assez neutre (Zeller, 2005 ; Jouyandah et
Abroumand, 2010).

1.4.1.1. Les criteres organoleptiques
- L’odeur : Selon (Jaubert, 1996), Fraichement trait, le lait de chévre a une odeur assez neutre

parfois en fin de lactation, il a une odeur dite caprique.

- Lacouleur : Blanc mat, contrairement au lait de vache, le lait de chévre ne contient pas de -
caroténe, aussi le beurre de chévre a une couleur blanche (Alais, 1984).

- La saveur : Le lait de vache et de chévre posséde tous deux une saveur douce, agréable,
particuliere au lait. Cependant, le lait de chévre fraichement trait possede une saveur neutre, par
contre, apres stockage au froid, il requiert une saveur caractéristique qui s’aveére un critére de

sélection (Boyaval et al., 1999).

1.4.1.2. Les critéres physicochimiques
Le lait de chevre posséde des caractéristiques physico-chimiques plus ou moins stables,

dépendant soit de I’ensemble des constituants comme la densité, soit des substances en solution,
comme le point de congélation, on encore des concentrations en ions, comme le pH (ST-Gelais
et al., 1999). Le lait de chevre semble partager beaucoup de points communs avec le lait de
vache comme présenté dans le tableau suivant.

Tableau 4 : Les principales constantes physico-chimiques de lait de vache et chévre (FAO,
1990).

Constantes Vache Chévre
Energie (Kcal/litre) 705 600-750
1,0271,035
Densité du lait entier a20c® 1,0281,030
-0,550- 0,583
Point de congélation (2) 0,520- 0,550
pH a 20c°® 6,60-6,30 6,45-6,60
Acidité titrable (D°) 15-17 14-18
Indice de réfraction 1,45-1,46 1,35-1,46
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1.4.1.3. Microflore du lait de chévre

Le lait est un aliment dont la durée de vie est trés limitée. En effet, son pH voisin de la
neutralité, le rend trés facilement altérable par les microorganismes et les enzymes, sa
richesse et sa fragilité font du lait un milieu idéal aux nombreux microorganismes comme
les moisissures, les levures et les bactéries qui se reproduisent rapidement (Gosta, 1995).

Le lait dans les cellules du pis est stérile (Tolle, 1980), mais la glande mammaire, la peau
du pis, le matériel de traite, la litiere, la qualité de 1’air et les pratiques des éleveurs sont des

sources de contamination (Ménard et al., 2004).
s Laflore originale

Ce sont les bactéries lactiques qui peuvent se retrouver dans le lait comme Lactococcus

lactis, Leuconostoc mesenteroides ,Streptococcus thermophilus (Guessas et al .,2004).

D’aprés I’étude d’identification des bactéries lactiques proposée par BERRADIA (2016),
la microbiologie du lait de chevre été composée de Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus
fermentum, Streptococcus thermophilus, Streptococcus mitus, Enterococcus durans,
Lactococcus lactis subsp, Pediococcus faecalis et se répartit en des pourcentages différents, qui

sont schématisés a la figure 14.

Pediococcus
Lactococcus 5%

10%

Figure 14 : pourcentages des genres de bactéries lactiques dominants le lait chevre selon
Berradia (2016).

28



Synthese Bibliographique

1.4.2. LeBeurre (Dhan)
Le beurre est un produit gras derivé exclusivement du lait ou de produits obtenus a partir du
lait, principalement sous forme d'une émulsion du type eau dans I'huile et dont la teneur
minimale en matiere grasse laitiére s'éléve a 80 %, la teneur maximale en eau atteint 16 %, alors
que la teneur maximale en extrait sec non gras ne doit pas dépasser 2% (Boutonnier et
al.,2002).

Le beurre est une source naturelle de lipides et de vitamines participant a 1’équilibre
alimentaire. C’est aussi un produit de la cuisine traditionnelle et de la gastronomie. Il est un
élément important de la diversité et de 1’équilibre nutritionnelle et a ce titre, un facteur de santé,
sa consommation raisonnable permet & 1’organisme de béneficier d’un ensemble d’acides gras

dont les scientifiques découvrent peu a peu le grand intérét (Mendy, 1982).

1.4.2.1. Les criteres organoleptiques
Le beurre traditionnel se distingue par ses propriétés organoleptiques spécifiques, qui dépendent
de la qualité de la créme utilisée, du procédé de fabrication, des conditions d’affinage et de
conservation, ainsi que de I’activité des microorganismes présents naturellement (Lenoir et al.,

2000).

«» Aspect visuel : Le beurre traditionnel présente une couleur jaune pale a jaune doré, souvent
non homogeéne, en raison de la variation naturelle en pigments (comme le béta-caroténe) liée a
I’alimentation des animaux (Walstra et al., 2006). Il posséde une texture ferme a température
ambiante, pouvant devenir plus souple ou légerement granuleuse lorsque le barattage est mal

maitrisé ou si le beurre est conservé a une température inadéquate (Champagne et al., 1994).

% Texture : La texture est généralement onctueuse, souple et tartinable, mais peut varier selon
le taux d’humidité, la teneur en matiéres grasses et les conditions de malaxage (Lenoir et al.,
2000). Le beurre traditionnel, fabriqué artisanalement a partir de creme crue ou fermentée, peut

présenter une légeére granularité naturelle, résultant de I’instabilité de 1’émulsion (LUcke, 2000).

% Odeur : Le beurre traditionnel dégage une odeur fraiche, lactée et Iégérement acidulée,
parfois accompagnée de notes aromatiques complexes dues a la présence de bactéries lactiques
comme Lactococcus lactis ou Leuconostoc mesenteroides, responsables de la production de

composés volatils comme le diacétyle ou 1’acétaldéhyde (Fox et al., 2000).
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< Godt : Le golt est doux, parfois légerement salé (si du sel est ajouté), avec une saveur
acidulée issue de la fermentation. Le diacétyle, métabolite produit par certaines bactéries

lactiques, est responsable du godt typique de noisette ou de créme fraiche, trés apprécié dans

les beurres traditionnels (Tamime et Robinson, 2007).

< Flaveur (goQt + aréme) : La flaveur du beurre traditionnel est riche, équilibrée et complexe,
combinant des arémes lactés, acidulés et parfois fermentés. Cette flaveur est fortement

influencée par la microflore d’origine de la créme, notamment dans les fabrications sans

pasteurisation (Lenoir et al., 2000 ; Walstra et al., 2006).

1.4.2.2.  Lescritéres physicochimiques
Le beurre traditionnel présente des caractéristiques physico-chimiques influencées par la

qualité de la créeme, le procédé de fabrication et les conditions de stockage. Ses propriétés
different legérement de celles du beurre industriel, comme le montre le tableau suivant de
Lahsaoui (2009).

Tableau 5 : Caracteristiques physicochimiques du beurre traditionnel Algérien (Lahsaoui,
2009).

Parameétre Valeurs moyennes
Humidité 14,0 %
NaCl 1,5%
Lactose 1,2 g/100g
Matiére grasse 81.0 g/100g
Protéines 3,2 9/100g
Lipides insaponifiables 0,3 9/100g
Indice d'acide 52,0 mg KOH/g lipide
Indice peroxyde 3,7mg KOHJ/qg lipide
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1.4.2.3.  Microflore du beurre
Le beurre est un produit laitier obtenu par barattage de la créme, séparée du lait. Comme tout

produit issu du lait cru ou peu transformé, il peut contenir une microflore complexe et variée,
influencée par la qualité du lait d’origine, les conditions de traite, la méthode de fermentation

de la creme, les équipements, et I’hygi¢ne durant la fabrication (Lenoir et al., 2000 ; Walstra

et al., 2006).

s LaFloreoriginale

Guessas et ces collaborateurs (2012), ont rapporté que les bacteries lactiques dominent la
microflore du dhan en particulier le genre Leuconostoc spp (Leuconostoc mesenteroides subsp.
Dextranicum), Lactococcus (Lactococcus lactis subsp. Lactis, Lactococcus lactis
subsp.crémoris ), et Lactobacillus (Lactobacillus delbruekii subsp. Lactis et Lactobacillus
plantarum). D'autres groupes identifiés comprenaient des streptocoques pyogenes et des

entérocoques.
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Matériels et méthodes

2.1. Objectif de I’étude
L’objectif principal de cette étude est d’isoler des souches de bactéries lactiques a partir
d’échantillons de lait cru de chevre et de Beurre (Dhan) de vache de la région de relizane (Ouest
algérien), de les identifier en se basant sur leurs caractéristiques phénotypiques, physiologiques
et biochimiques et les caractériser sur le plan technologique.

2.2. Lieuet période d’étude

L’ensemble des travaux ont été réalisés au sein du laboratoire de microbiologie de la faculté

des sciences de la nature et de la vie, Université Ahmed ZABANA de RELIZANE pendant 3

mois.

2.3. Echantillonnage
L’étude a été conduite en utilisant des échantillons de lait et de beurre collectés dans différentes
fermes de la wilaya de Relizane. 1l s’agit d’un échantillon de lait de chevre qui a été prélevé en
mois de Février de la région de Souk El-Had et recueilli aseptiqguement dans un flacon en verre
stérile (aprés avoir éliminé quelques jets) et de deux échantillons de beurre de vache fabriqués

de facon artisanale prélevés de la région de Ouled Ali et Souk EI-Had.

Les trois échantillons soigneusement étiquetés (lieu et date de prélévement...) ont été

transportes dans une glaciere et acheminés directement au laboratoire pour analyse.

Pravs

1o mie irane RENZ P=S
oS -}"“ i @ vomicile
A o
\7/ © Grand Hotel Mina
Gare voyageursfesy @ clinigue Al Sanabel bha
de Relizane - = z ‘
e ¢ 4 s =
4 : o E
Eendaoud e % £ > > S e F g 57
e Tl s &5 2 o
sols o Eoukadit L SR ¢ O3 o ez P AZA ST G
.- a¥ 3325 554, - > ule en e CEIH P A
e'lslak QV - = 12 P B Abdelkader et = ELE ."d"f,d"
3 e \ TR ) i3
}z ,” TS » l"’,__".q‘r,’» ‘
AN
e ool
————Consultée.recemment

Figure 15 : localisation des deux régions ou les échantillons de lait et de beurre ont été
prélevés (Google maps)
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2.4.  Isolement et purification des souches

2.4.1. Preparation de la solution mere et les dilutions décimales

La solution mére a été préparé en ajoutant aseptiquement 1ml de lait sinon 1g de beurre a 9 ml
d’eau physiologique; c’est ainsi qu’on obtient la premigére dilution10? ,a partir de cette derniére
;des séries de dilutions décimales ont été préparées de la méme maniére jusqu’a la derniére

dilution10® (figure16) (Leveauetal., 1991).

¥

10+ 10 ¢ 16 % 1o

Figure 16 : préparation des dilutions décimales

2.4.2. Isolement des bactéries lactiques
Les trois derniéres dilutions ont servi pour I’ensemencement des milieux gélosés MRS et MRS
acidifié (par de I’acide acétique a pH=5.4) préalablement coulés et solidifiés dans des boites de
Pétri, par étalement de 0.1ml de la dilution a la surface du milieu. Les boites ont été par la suite,
portés a incubation a 37°C pendant 24h & 48h ; durée nécessaire pour I’apparition des colonies

de souches bactériennes (Tortora et al., 2003).

Figure 17 : Ensemencement des milieux de culture par étalement
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2.4.3. Purification des isolats
La purification des isolats a été effectuée en reéalisant un ensemencement par stries
d’épuisement sur les mémes milieux suivis d’une incubation a 37°C pendant 24h. Cette

manipulation a été répétée trois fois pour chaque échantillon.

2.4.4. Analyse des isolats

Elle consiste en la réalisation des tests de vérification suivants :

2.4.4.1. Examen macroscopique

La détermination des propriétés macroscopiques, se fait a I’eeil nue. Cette analyse renseigne
sur la forme, la couleur, I’aspect, la taille, la consistance, 1’opacité et le contour des colonies.

2.4.4.2.  Examen microscopique

Cet examen permet de décrire la forme et le mode d'association des cellules des isolats sous
microscope optique aprés coloration de Gram (Singleton,1999 ) (annex2).

24.4.3. Testdela Catalase
Chez les bactéries douées d’un métabolisme oxydatif, le systéme respiratoire compte parmi
d’autres enzymes une catalase, celle-ci décompose 1’eau oxygénée selon la réaction suivante :
H;0; == 1/2 O, + H,0
La méthode de recherche de la catalase consiste a mettre en contact une colonie de la bactérie
a tester en présence d’une goutte d'eau oxygénée. Un dégagement gazeux abondant (dd & un
dégagement de dioxygene) sous forme de mousse traduit la décomposition de I’ecau oxygénée

sous I’action de I’enzyme a tester (Belyagoubi, 2014 ; Kassas, 2017).

Figure 18 : test de la catalase

Seuls les isolats a Gram positif, Catalase négatifs ont été retenus et sont considérés comme étant

des bactéries lactiques.
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2.4.5. Conservation des souches
Pour une conservation de longue durée, les souches ont été placées dans des tubes eppendorfs
contenant du milieu de culture additionné de glycérol a (80%) et conservées au congélateur a -

20°C pendant plusieurs mois.

2.5.  ldentification des isolats

Les isolats Gram positifs, Catalase négatifs ont fait I’objet d’une identification biochimique au
moyen des galeries APl Biomérieux en utilisant la galerie APl 20 Strep (biomerieux,sa),
associant 20 tests biochimiques qui présentent un grand pouvoir discriminant. Cette galerie est
composée de microtubes contenant des substrats déshydratés pour la mise en évidence
d'activités enzymatiques ou de fermentation de sucres.

L’ensemencement des galeries a été réalisé selon les instructions du fabricant, les tests
enzymatiques sont inoculés avec une suspension bactérienne dense, réalisée a partir d'une
culture pure, qui reconstitue les milieux et les tests de fermentation sont inoculés avec un milieu
enrichi (contenant un indicateur de pH) qui réhydrate les sucres. Apres incubation a 30°C
pendant 24 & 48h, les réactions enzymatiques produites se traduisent par des virages colorés
spontanés ou révélés par l'addition de réactifs et la fermentation des sucres entraine une
acidification se traduisant par un virage spontané de l'indicateur coloré. La lecture de ces
réactions se fait a l'aide du tableau de lecture (présenté en annexe 3) et I'identification des
souches est obtenue a l'aide du logiciel d'identification APl Web data base (API Strept V7.0
2007/02 bio Mérieux sa).
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2.6. Caractérisation technologique des souches

2.6.1. Réalisation de la premiére préculture
A partir des colonies obtenues sur le milieu gélosé en boites, des tubes a essai contenant chacun
5 ml de bouillon MRS ont été inoculés puis incubés a 37°C pendant (18 a 24) heures.

2.6.2. Réalisation de deuxieme préculture

Une seconde préculture a été réalisée par ensemencement de 200 ul de la premiere préculture

dans 5ml de lait écréme stérile puis incubation a 37°C pendant (18 a 24h).

Apres incubation, des flacons contenants 150ml de lait écrémé stérile ont été inoculés chacun

par la seconde préculture a raison de 1% et incubés a 37°C pendant (18 & 24h).

2.6.3. Etude de la croissance
La croissance des souches a été déterminée au point initial Oh (to) et au point final aprés 24h
d’incubation (tz4) ; par mesure de la densité optique a une longueur d’onde de 600nm au
spectrophotométre aprés clarification du lait par une solution d’EDTA (1%, pH=12) comme
décrit par (Boutrou et al.,1998).

2.6.4. Etude de I’activité acidifiante
La mesure de I’activité acidifiante consiste a suivre d’une part 1’évolution du pH de
différentes cultures en fonction du temps et d’autre part a doser I’acidité titrable par la soude
(NaOH, 1/9N) en presence d’un indicateur coloré de pH la phénolphtaléine (Larpent, 1997).
L’acidité titrable mesurée est assimilée a des degrés Dornic (°Dornic) ou 1°Dornic équivaut a

0.1g d’acide lactique/l de lait.

Ce test est réalisé comme suit : a 10 ml de lait prélevé aux temps t et tp4, Ont €té ajouté quelques
gouttes de phénolphtaléine et titré avec une solution de soude placée dans une burette, avec
agitation jusqu'au virage de la couleur au rose pale correspondant a la zone d’équivalence. On
note le volume de la solution de NaOH (Veq). L’acidité est déterminée par la formule :

Acidité (°D) = V NAOH x10

Ou : V NaOH est le Volume de NaOH utilisé pour titrer I’acide lactique contenu dans 10ml de

lait.
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2.6.5. Etude de ’activité aromatisante
La capacité des souches a produire des composés aromatiques (précisément du

diacétyle) au cours du processus de fermentation est mise en évidence sur lait écrémé stérile.
Chaque tube contenant 5ml de lait écrémé stérile est inoculé par une culture jeune de 18h de la
souche lactique a tester. Apres incubation pendant 24h a 37°C, les réactifs de VVogues-Proskauer
VPI (KOH a 16% d'alcool) et VPII (alpha-naphtol a 1% d'alcool) sont ajoutés aux cultures et le
mélange est incubé au bain marie a 37°C pendant 10min avant de lire la réaction (Avril et al.,
1992). La production du diacétyle se traduit par I’apparition d’un anneau rouge a la surface du
milieu.

2.7. Etude de I’antibiorésistance des souches

2.7.1. Réalisation de I’antibiogramme

La résistance des souches de BL a été testée vis-a-vis de quatre antibiotiques, par diffusion sur
milieu solide en utilisant des disques d’antibiotiques.

Des précultures des souches ont servi pour I’ensemencement du milieu de culture (MRS solide)
par étalement. Par la suite, les disques de quatre antibiotiques & savoir : Tétracycline (TE),
Erythromycine (E), Ceftazidime (CAZ) et Ampicilline (AM) ont été déposés stérilement a la
surface du milieu, a I’aide d’une pince stérile une légére pression a été appliqué afin d’assurer
un contact complet du disque avec le milieu. Aprés incubation & 37 ° pendant 24 a 48 heure, la
lecture de I’antibiogramme a été faite en mesurant a ’aide d’une régle graduée les diamétres

des zones d’inhibition autour des disques (Leroy et al., 2007).
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3.1.  Isolement des bactéries lactiques
3.1.1. Caractérisation macroscopique

Quatre souches de bactéries lactiques ont été isolées dans notre étude. Elles ont poussé
uniquement sur milieu MRS solide -ordinaire-. L’examen macroscopique a permis de décrire
I’aspect des colonies de ces souches qui apparaissent de petite taille d’environ 0.5 mm & 1mm
de diameétre, de forme ronde a contour régulier, légérement bombées et de couleur blanchéatre
avec une surface lisse ; comme présente dans la figure 19.

Une absence totale des colonies de bactéries lactiques sur milieu MRS solide -acidifié- a été
noté sachant que ce dernier a été utilisé pour sélectionner les souches de lactobacilles.
L’absence des lactobacilles est probablement due a la saison de la collecte des échantillons, la
région géographique, la période de lactation, ou 1’état physiologique de 1’animale. En revanche
une présence remarquable des colonies des levures sur ce milieu a été noté, ces dernieres ont

été écarté.

Figure 19 : Aspect macroscopique des colonies des souches sur milieu MRS solide.

3.1.2. Caractérisation microscopique
L’examen microscopique, apres coloration de Gram, a montré que les cellules des souches
isolées sont a Gram positif (apparaissent de couleur violet sous microscope optique), de
différentes formes : coques et coccobacilles, associées en paires (diplocoques) ou en courtes et

longues chainettes (figure 20).
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Figure 20 : Aspect microscopique des cellules des souches sur milieu MRS solide

3.1.3. Testde laCatalase
Le test de catalase a révélé que les souches sont catalase négatives. En effet, les quatre souches

ne représentaient aucune effervescence lors de 1’ajout d’une goutte de H,0, (Figure 21).

Figure 21 : Résultat du test de la catalase

Les résultats relatifs aux examens macroscopique et microscopique des souches et du test de la

catalase confirment 1’appartenance de ces derniéres au groupe des bactéries lactiques.

3.2.  ldentification des souches

L’identification des souches a été réalisée au moyen du logiciel API web database (APl Strept
V7.0 2007/02 bioMerieux sa) et la lecture de leurs profils biochimiques & 1’aide du tableau de
lecture présenté en (Annexe 3). Ainsi les quatre souches ont été rattachées aux genres suivant

présentés dans le tableau 6 :
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Tableau 6 : identification biochimique des souches isolées.

Souches (codes) L’identification
B1 Leuconostoc spp
B2 Leuconostoc spp
B3 Lactococcus lactis spp cremoris
B4 Enterococcus avium

L’analyse des résultats obtenus au moyen des galeries APl a permis d’établir les profils

métaboliques des quatre souches présentées dans le tableau suivant :

Tableau 7 : Profils métaboliques des quatre souches

Souches
Tests

Bl

B2

B3

B4

VP

ESC

ADH

RIB

ARA

MAN

SOR

LAC

TRE

INU

RAF

AMD

GLYG

+ : Réaction positif

- - Réaction négative

VP : Vogues-Proskauer ; ESC : Esculine ; aGAL : Galactose ; ADH : Arginine
dihydrolase ; RIB : D-Ribose ; ARA : L-Arabinose; MAN : D- Mannitol; SOR: D-
Sorbitol; LAC: D- Lactose (origine bovine); TRE: D-Tréhalose; INU: Inuline; RAF: D-
Raffinose; AMD: Amidon; GLUG: Glycogene.

L’analyse comparative des profils biochimiques des quatre souches isolées, codées B1 a B4,

a permis leur identification et leur rattachement a différents genres de bactéries lactiques.
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L’étude s’est appuyée sur une Série de tests biochimiques, notamment le test de Voges-
Proskauer (VP), I’hydrolyse de I’arginine (ADH), la production d’esculine (ESC), ainsi que la

capacité de fermentation de divers glucides.

Les souches B1 et B2 ont présenté un profil biochimique presque identique, a I’exception de
la fermentation du Ribulose par la souche B1 ; Elles sont toutes deux VP positives, ESC et
ADH négatives, et incapables d’utiliser la majorité des sucres a savoir le mannitol (MAN), le
sorbitol (SOR), le lactose (LAC), le tréhalose (TRE), I’inuline (INU), le raffinose (RAF) et
I’amidon (AMD). Sur la base de ces résultats, ces deux souches ont été rattachées au genre

Leuconostoc.

Ce genre est connu pour ses caractéristiques hétérofermentaires, incluant la production
simultanée d’acide lactique, d’éthanol/acétate et de dioxyde de carbone a partir du glucose. Les
Leuconostoc spp. sont également reconnus pour leur sensibilité & des conditions extrémes,
notamment une incapacité a croitre a 45 °C ou a pH 9,6, ce qui les distingue des autres genres

de bactéries lactiques. L’absence d’hydrolyse de I’arginine, observée chez Bl et B2, est

également une caractéristique typique de ce groupe.

Figure 22 : Profil fermentaire de la souche B1 sur la galerie Api 20 Strep apreés 24h

d’incubation (I’espéce Leuconostoc spp)

Figure 23: Profil fermentaire de la souche B2 sur la galerie Api 20 Strep apres 24h
d’incubation (I’espéce Leuconostoc spp)
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La souche B3, identifiee comme Lactococcus lactis ssp. cremoris, a presenté un profil
différent par-rapport aux deux souches précédentes (figure24). Elle est VP positive, ESC
positive, mais ADH et RIB négative. Elle est la seule a fermenter le tréhalose (TRE) parmi les
quatre souches testées. L’absence de fermentation des autres glucides tels que le lactose, le
sorbitol ou I’inuline traduit une capacité métabolique restreinte, ce qui est conforme aux
propriétés de Lactococcus lactis, notamment la sous-espece cremoris. Ces bactéries sont
homofermentaires strictes, sensibles aux températures élevées (croissance inhibée a 45 °C), et
incapables de se développer & pH 9,6. Elles jouent un rdle central dans les fermentations

laitieres, notamment dans la production de fromages a pate fraiche.
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Figure 24: Profil fermentaire de la souche B3 sur la galerie Api 20 Strep apres 24h
d’incubation (I’espéce Lactococcus lactis spp cremoris)

La souche B4 a été identifiee comme Enterococcus avium, appartenant au groupe des
entérocoques. Elle présente un profil biochimique distinct (figure25), caractérisé par une
positivité aux tests VP, ESC, SOR (sorbitol) et LAC (lactose). En revanche, elle est négative
pour les tests ADH, RIB et pour la fermentation de la plupart des autres glucides testés. Ce
profil suggere une certaine diversité métabolique, compatible avec celle généralement observée
chez les entérocoques. Ces derniers sont reconnus pour leur robustesse environnementale, avec
une capacité de croissance a des températures élevées (jusqu’a 45 °C), a pH alcalin (9,6) et une
tolérance a la chaleur (survie a 60 °C pendant 30 minutes). Bien que la souche B4 ne présente
pas toutes les caractéristiques typiques des entérocoques les plus étudiés (comme E. faecalis),
son profil reste compatible avec les spécificités de E. avium, une espéce moins fréquente mais

documentée dans les environnements laitiers.
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Figure25: Profil fermentaire de la souche B4 sur la galerie Api 20 Strep apres 24h

d’incubation (I’espéce Enterococcus avium)
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3.3.  Caractérisation technologique des souches
- La premiere préculture des souches
La croissance des quatre souches s’est manifestée dans le bouillon MRS par la présence d’un

trouble, comme présenté dans la figure 26.
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Figure 26 : premiere préculture des souches réalisée sur milieu MRS

- La deuxiéme préculture des souches
La croissance des souches lors de leur culture sur lait écrémé stérile s’est manifestée par

une coagulation du lait, comme présenté dans la figure ci-dessous :

Figure 27 : deuxiéme préculture des souches réalisée sur milieu lait écrémé.

3.3.1. Etude de la croissance bactérienne

L’évolution de la croissance des quatre souches sur lait écrémé stérile a été déterminée par suivi
de I’évolution de la densité optique mesurée apres clarification du lait par ’TEDTA a to et ty4 a

une longueur d’onde A= 600nm.Les résultats sont présentés dans le tableau suivant :
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Tableau 8 : Evolution de la croissance des souches en fonction du temps

Les souches Oh 24h
Leuconostoc spp (B1) 0,042 0,133
Leuconostoc spp (B2) 0,039 0,119

Lactococcus lactis spp cremoris (B3) 0,031 0,105
Enterococcus avium (B4) 0,004 0,125

D’aprés les résultats obtenus, I’ensemble des souches étudiées (Leuconostoc spp. B1 et B2,
Lactococcus lactis spp. cremoris B3, Enterococcus avium B4) ont présenté une croissance
optimale sur le milieu lait.

La souche Enterococcus avium (B4) a présenté un ADO égal a 0,121, supérieur par rapport
aux autres souches, ce qui indique qu’elle est potentiellement la mieux adaptée a croitre dans
le lait. Elle est suivie par Leuconostoc spp. B1 (ADO = 0,091) et B2 (ADO = 0,080), dont la
croissance reste significative. En revanche, Lactococcus lactis spp. cremoris (B3) a montré une
croissance plus modeste avec un ADO de 0,074.

Ces résultats suggerent que la croissance varie d’une souche a 1’autre, probablement en
fonction de leur capacité a utiliser les composants nutritionnels du lait. La souche B4 semble
particulierement bien adaptée a ce milieu.

La croissance des bactéries lactiques dépend fortement des conditions de culture, notamment
la température, le pH et la disponibilité en oxygéne (Saelee et Sriroth, 2014). Par conséquent,
la détermination d’un milieu de culture optimal est complexe. Plusieurs études ont été menées
afin d’optimiser les milieux pour la croissance des bactéries lactiques (Gaudreau et al., 2002
; Gaoetal., 2009 ; Aguirre-Ezkauriatza et al., 2010 ; Hwang et al., 2012).

En effet, le type de milieu joue un réle fondamental dans 1’activation de la croissance et la
production de biomasse. Divers milieux comme le MRS, le bouillon M17, le bouillon Eliker,
le lait écrémé ou encore le perméat de lactosérum sont couramment utilisés. Pour sélectionner
un milieu de culture adapté, plusieurs criteres doivent é&tre considérés, tels que le colt, la
capacité a générer une forte densité cellulaire et la facilité de récupération de la biomasse ou

des métabolites produits (Georgieva et al., 2009).
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3.3.2. Etude de I’activité acidifiante
L’activité acidifiante est I'une des principales fonctions des bactéries lactiques. C’est également
I’une des critéres technologiques les plus recherchés en technologie laitiere (Hassaine, 2013).
En effet, la production d’acide organique permet de concentrer et de conserver la matiere seche
du lait, en intervenant comme agent coagulant et antimicrobien. Afin d’évaluer I’acidification
chez les souches étudiees, un dosage de la quantité d’acide lactique produite en fin de croissance
(apres 24h d’incubation) a été effectué. Les résultats obtenus sont illustrés en histogrammes,

dans la figure suivante :
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Figure 28 : Quantité d’acide lactique produite par les souches au début et en fin de croissance.

La Figure 29ci-dessous ; représente le virage de la couleur du lait ; au rose pale apres titration

par une solution de soude.

e, 3.—-‘

Figure 29 : virage de la couleur du lait apres titration.

Pour Leuconostoc spp B1, la quantité d’acide lactique produite est passée de 14 a 20 °D,
accompagnée d’une baisse de pH de 6,6 a 5,5. Cette variation reflete une acidification modérée
du milieu, témoignant d’une activité acidifiante appréciable.

De méme, Leuconostoc spp B2 a montré une augmentation de I’acidité de 15 a 22 °D, avec un

abaissement du pH de 6,7 a 5,5. Cette souche présente une activité acidifiante légerement plus
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élevée que B1, ce qui pourrait étre attribué a une meilleure adaptation ou & un métabolisme plus
actif en condition lactée.

Lactococcus lactis spp cremoris (B3) a affiché la plus forte activité acidifiante parmi les
souches testées. En effet, ’acidité passe de 18 & 26 °D, soit un gain de 8 °D, tandis que le pH
chute fortement de 6,8 a 4,6. Cette chute importante du pH traduit une acidification trés marquée
du milieu, mettant en évidence une excellente aptitude acidifiante. Cette caractéristique est
particulierement favorable pour les applications technologiques en fermentation lactée, ou une
acidification rapide est souvent recherchée.

Enfin, Enterococcus avium (B4) montre une évolution de I’acidité de 17 a 24 °D, avec un pH
qui passe de 6,5 a 4,9. Bien que Iégérement moins acidifiante que Lactococcus lactis, cette
souche présente néanmoins une bonne efficacité acidifiante. Ainsi, les quatre souches
présentent une aptitude variable a acidifier le milieu, avec une efficacité nettement plus marquée
chez Lactococcus lactis spp cremoris (B3), suivie par Enterococcus avium (B4), puis
Leuconostoc spp B2 et B1. La baisse du pH observée est inversement proportionnelle a la
production d’acide lactique, confirmant que 1’acidification du milieu est directement liée a
I’activité métabolique des souches. Ces observations corroborent les travaux antérieurs qui ont
mis en évidence une hétérogénéité dans le pouvoir acidifiant des bactéries lactiques (Zadi-
Karam, 1998 cité par Hassaine, 2012 ; Hassaine et al., 2007). Cette diversité est essentielle
pour sélectionner des souches spécifiques selon les objectifs technologiques souhaités (vitesse

d’acidification, profil aromatique, stabilité...).

3.3.3. Etude de I’activité aromatisante

La production des composés d’arémes est une fonctionnalité technologique importante lors de
I’¢élaboration des produits laitiers fermentés. Le développement d'arome dans le lait résulte aussi
des activités métaboliques des bactéries lactiques (glycolyse, lipolyse et protéolyse) (Marilley
et Casey, 2004).

D’aprés les résultats obtenus présentés dans la figure30. Les souches se sont révélées comme
capable de produire le diacétyle d’ou la formation d’un anneau rouge a la surface du milieu. La
coloration traduit la formation d’acétylméthylcarbinol cette substance se transforme en
diacétyle sous I’action du KOH et se combine avec I’a-naphtol en donnant un complexe rouge
(Boulouf ,2017).
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Selon (franciosi et al., 2009) la production de diacétyle par les bactéries lactiques du lait est

dépendante de la souche et précisément de 1’espéce ; car différents niveaux (€levé ; moyen et

faible) ont été detectés et certaines souches ne produisent pas de diacétyle.

! =

-

i

Figure 30 : mise en évidence de la production du diacétyle.

3.4. Deétermination de ’antibiorésistance des souches

+ L’antibiogramme

La résistance et la sensibilité des souches aux antibiotiques représentent une préoccupation
majeure pour les chercheurs car ces propriétés peuvent limiter les applications des cultures a
I’échelle industrielle. Nous avons testé la résistance de quatre souches de bactéries lactiques
vis—a-vis des quatre ATB a tester, a savoir I’AMPICILINE (AM), CEFTAZIDIME(CAZ),
TETRACYCLINE (TE)et TERYTHROMICINE(E). L’inhibition se traduit par la formation,
apres incubation, de zones claires autour des disques déposés aseptiqguement (Figure 31). Une
caractérisation des souches comme étant sensibles ou résistantes a été réalisée. Nous avons
considéré que le diamétre de la zone d’inhibition (Zi) :

Zi >15 mm (Sensible). 14mm <Zi>12mm (intermédiaire) et Zi<11l mm (Résistante) (karam

et karam,1994).
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Figure 31 : Résultats de I’antibiogramme des souches de bactéries lactique : B1, B2, B3 et
B4.

Le tableau suivant rassemble les résultats obtenus concernant les diamétres des zones

d’inhibition mesurés et cela pour les quatre souches.

Tableau 9 : Résultats et interprétation de I’antibiogramme des souches isolées.

Antibiotiques Abréviations d(zi) d(zi) d(zi) d(zi)

Bl B2 B3 B4
AMPICILINE AM 23 (S) 25(S) 30(S) 25(S)
CEFTAZIDIME CAZ 17(S) 14(1) 11(R) 0(R)
ERYTHROMICINE E 31(S) 27(S) 20(S) 20(S)
TETRACYCLINE TE 13(1) 12(1) 10(R) 13(1)

d(zi) : diametre de la zone d’inhibition en (mm)
R : Résistante S : Sensible I : intermédiaire
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Une presentation des résultats en histogrammes a été également réalisée (figure32).
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Figure 32 : variation des diamétres des zones d’inhibition selon les souches vis-a-vis
des ATB testés.

Les résultats obtenus ont permis d’évaluer la sensibilité des quatre souches vis-a-vis de quatre

antibiotiques : I’ampicilline, la ceftazidime, 1I’érythromycine et la tétracycline.

1. Ampicilline (AM) Toutes les souches se sont révélées sensibles a I’ampicilline, avec des

diamétres des zones d’inhibition allant de 23 a 30 mm. Cette sensibilité élevée suggere

I’absence de mécanismes de résistance tels que la production de béta-lactamases. Ceci est

en accord avec les caractéristiques des Leuconostoc spp et Lactococcus lactis, qui sont

généralement peu exposées a des pressions de sélection antibiotique dans leur

environnement naturel (Giraffa, 2003).

2. Ceftazidime (CAZ) Les résultats montrent une variabilité importante.

o

o

(0]

(0]

Leuconostoc spp (B1) : sensible (17 mm).
Leuconostoc spp (B2) : intermédiaire (14 mm).
Lactococcus lactis (B3) : résistante (11 mm).

Enterococcus avium (B4) : résistante (9 mm).

Ces résultats indiquent la présence possible de mécanismes de résistance aux céphalosporines,

comme la production de B-lactamases a spectre étendu (ESBL) ou la modification de la

perméabilité membranaire (Paterson et Bonomo, 2005). La résistance des entérocoques aux

céphalosporines est également bien documentée.
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3. Erythromycine (E) Les quatre souches ont présenté une bonne sensibilité :

o Leuconostoc spp (B1) : sensible (31 mm).

o Leuconostoc spp (B2) : sensible (27mm).

o Lactococcus lactis (B3) : sensible (20 mm).

o Enterococcus avium (B4): sensible (20 mm).
Cela reflete I’efficacité de I’érythromycine contre les bactéries a Gram positif. L’absence de
résistance suggere que les génes codant ces mécanismes tels que erm (modification du
ribosome) ou mef (efflux actif) ne sont pas présents au niveau de ces souches (Roberts, 2008).
4. Tétracycline (TE) Les résultats indiquent une résistance modérée a élever :

o Leuconostoc spp (B1) : intermédiaire (13 mm).

o Leuconostoc spp (B2) : intermédiaire (12 mm).

o Lactococcus lactis (B3): resistante (10 mm).

o Enterococcus avium (B4): intermédiaire (13 mm).
La résistance a la tétracycline est souvent associee a des génes comme tet(M) ou tet(A), qui
conférent une protection ribosomique ou un mécanisme d’efflux actif (Chopra et Roberts,
2001). Ces résultats sont cohérents avec les données précédentes concernant les LAB,
notamment les entérocoques, connus pour leur capacité a acquérir des génes de résistance.

L’ampicilline et I’érythromycine montrent une efficacité importante contre toutes les
souches testées. La ceftazidime et la tétracycline sont moins efficaces, notamment contre
Lactococcus lactis et Enterococcus avium, suggérant des résistances spécifiques. Ces résultats
soulignent I’importance de tester la sensibilité des souches avant leur eventuelle utilisation en
industrie alimentaire, comme ferments, afin d’éviter les risques de transfert horizontal des génes

de résistance a la flore digestive.
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Conclusion

Les bactéries lactiques ont un intérét primordial dans 1’alimentation, il y’a au moins quatre
mille ans que I’homme se sert de ces bactéries. Elles ont un intérét industriel tout particulier, ou
elles sont utilisées pour améliorer les caractéres organoleptiques de différents produits
alimentaires (le gout, la saveur, la texture, I'aréme de produits par exemple le lait fermenté, le
yaourt, le fromage, le pain et les produits carnées...etc.), elles jouent également un role

important dans I’entretien et ’amélioration de la santé de I’homme.

A travers cette étude, nous avons tenté d’apporter une contribution a la caractérisation et
I’identification des souches lactiques a partir de lait de chevre et de dhan provenants de la wilaya

de relizane ; région de Souk elhad.

Apres isolement, purification et détermination des caractéristiques morphologiques,
physiologiques et biochimiques (identification). Nous avons pu obtenir différentes especes :

Leuconostoc spp, Lactococcus lactis spp cremoris, Enterococcus avium.

Les souches isolées ont présenté des capacités variables en termes d'acidification,
d'aromatisation et de croissance, éléments clés pour leur usage comme levains. De plus, I’étude
de I’antibiorésistance a mis en évidence des profils intéressants qui pourraient orienter leur
selection, tout en respectant les critéres de sécurité fixés par les autorités européennes
(Temmerman et al., 2003 ; Donohue, 2004).

Ces résultats confirment le potentiel biotechnologique élevé des bactéries lactiques
indigénes issues des produits laitiers traditionnels algériens. Leur valorisation pourrait
constituer une alternative locale aux cultures industrielles importées, en contribuant a la

promotion de produits fermentés typiques et a forte valeur ajoutée.
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Annexe 1

Les milieux de cultures

<+ Eau physiologique
- Chlorure de SOAIUM ..o 9g¢.
- Eau distillée StErile ..o 1000 ml.
Apres I’agitation repartir dans des tubes a essai a raison de 9 ml par tube. Autoclavage 4 120 °C
Pendant 20 min.

C'est une solution isotonique, qui permet de préserver le volume cellulaire.

% Milieu MRS (DE MAN, ROGOZA, SHARPE, 1960)

Compositionen g/l

PEPEONE ..ttt r bt et nr e 10
EXIFAIT B TBVUIE ...ttt b bbbttt et et sbe e 8
EXErAIt 08 VIANGE .....eieiiitieteit ettt e e 4
ACELALE 8 SOUIUM ...ttt bbbt b ettt 5
Phosphate DIPOLASSIGUE .........oiviieieiieiieite et 2
Citrate d amMIMONIUITL. .. .ceviitieiiiiie ettt ettt e b b et e sb e st e e b e s beebesbeenbesreets 2
Sulfate de MAGNESIUM, 7 Ha.......occoooeeeseseeseesees ettt ettt ettt 0.2
Sulfate de Manganese, 4 HoO ......cviiiiiiiieiceee e 0.05
GIUCOSE ...ttt h bbbt bbbt et e Rt et R e st h et ne e n e e e ene s 20
TWWEEIN B0 ...ttt bbb bbbttt ettt e e Iml
F N - O U PO P P PUPP PP 15
EAU AISTHTEE QP ..viviiiiiiiice e e e e ene s 1000 ml
pH =54

% Laitécrémé

Nous avons utilisé dans de notre travail du lait écrémé commercialisé par la firme Candia,
sous le nom de silhouette, il s’agit d’un lait stérilisé & ultra haute température (UHT) ce milieu

a été congu pour la culture des bactéries.



Annexe 2

Coloration de Gram

» Preparation du frottis :

En effectuant une fixation simple a la flamme du bec selon les indications suivantes: sur une
lame, déposer une goutte d'eau distillée. Ajouter un fragment de la colonie isolée en utilisant
I’anse de platine. Etaler et fixer & la chaleur a environ 40°C pendant 10 & 15 minutes. Poser la
lame séchée sur le portoir reposant sur un bac de coloration.

» Réalisation de la coloration:

1- Coloration primaire : Coloration par le violet de gentiane. Laisser agir 1 minute. Rincer a

I'eau déminéralisée.

2- Mordancage au lugol (solution d ‘iode iodo-iodurée): étaler le lugol et laisser agir 60

secondes: Rincer a l'eau démineralisée. On peut réaliser une deuxiéme fois I'opération
identiquement pour plus de sécurité.

3- Decoloration (rapide) al alcool (+acétone) : verser goutte a goutte I'alcool ou un mélange
alcool-acétone sur la lame inclinée obliquement, et surveiller la décoloration (5 a 10
secondes). Le filet doit étre clair a la fin de la décoloration. Rincer sous un filet d'eau
déminéralisée.

4- Contre-coloration a la fuchsine. Laisser agir 1 minute. Laver doucement a l'eau

déminéralisée. Sécher la lame sur une platine chauffante a 40°C, 10 a 15 minutes.



Annexe 3

Tableau de la lecture de la galerie API 20strep

api® 20 Strep 07625K - Ir - 2009/12
TABLEAU DE LECTURE
QTE RESULTATS
TESTS | COMPOSANTS ACTIFS REACTIONS/ENZYMES
{mg/cup.) NEGATIF POSITIF
VP 1+ VP 2 /jusqu's 10 min (3)
production d'acétoine
VP sodium pyruvate 1.9 (Voges Proskauer) Incolore Rose-Rouge
NIN / jusqu'sd 10 min
HIP acide hippurique 0.4 hydrolyse (acide HIPpurique) Incolore/Bleu pale Bleu foncé/Violet
4h 24 h 4h 24 h
. x Incolore -
EscC esculine 1,16 hydrolyse B-glucosidase Incolore Jaune pale Noir Noir
citrate de fer 0,152 | (ESCuline) Jaune pale Grnis
Gris clair
> in (PYRA & LAP) (1)
au besoin décolore par éclairement intense
acide pyroglutamique- sid Ariainid Incolore ou
PYRA f-naphtylamide 00256 | PYR v s _S)_r_an__g_e_t:tf_p_@_e_ S | -O-n-ir:?? _________
6-bromo-2-naphtyl-aD- colore Viole
SN galactopyranoside pastdil ksevswrrsnso- SN ':: _____________________________ S
acide naphtol-ASBi-
SGUR glucuronique il [cismieme s [N, capan I | T il
GAL 2-naphtyi-RD- R-GAL " 4 Incolore ou Viok
B galactopyranoside 00308 I (W e e
Incolore ou
PAL 2-naphtyl phosphate 0,0244 | Phosphatase Al caline -.YR'?}.!??B&.E ............... T s
LAP L-leucine--naphtylamide | 0.0256 | Leucine AminoPeptidase Incolore Orange
ADH L-arginine 1.9 Arginine DiHydrolase Jaune Rouge
4h 24 h 4h 24 h
Orange/ Orange/
RIB D-ribose 1.4 acidification (RiBose) Rouge 2 S Jaune
ARA L-arabinose 1.4 acidification (ARAbiInose) Rouge Rouge YL, Jaune
Y Orange/ Orange/
MAN D-mannitol 1.36 acidification (MANnNitol) Rouge Ro Jaune Jaune
SOR D-sorbitol 1.36 acidification (SORbitol) Rouge Ro Saune Jaune
D-actose . Orange/ Orange/
LAC (origine bovine) 14 acidification (LACtose) Rouge Rouge Raing Jaune
< Orange/ Orange/
JIRE D-tréhalose 1,32 acidification (TREhalose) Rouge Ro. SEiing Jaune
. . . Orange/ Orange/
INU inuline 512 acidification (INUline) Rouge 2 SoUtd Jaune
X Orange/ Orange/
RAF D-raffinose 3.12 acidification (RAFfinose) Rouge 1% o Jaune
, Soas Orange/ Orange/
AMD amidon (2) 2,56 acidification (AMiDon) Rouge R Solife Jaune
GLYG glycogéne 1.28 acidification (GLYcoGeéne) Rouge ou Orange Jaune franc

(1) Lors d'une deuxiéme lecture aprés 24 heures dlincubation, on peut remarquer un dépdt dans les tubes ou ont été ajoutés les
réactifs ZYM A et ZYM B. Ce phénomene est normal et ne doit pas étre pris en considération.

(2) L'acidification de 'amidon est fréquemment moins forte que celle des autres sucres.

(3) Une coloration rose pale obtenue aprés 10 minutes doit étre considérée négative.

« Les quantités indiquées peuvent étre ajustées en fonction des titres des matiéres premiéres.

= Certaines cupules contiennent des composants d'origine animale, notamment des peptones.
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Résumé

Les bactéries lactiques (BL) sont des microorganismes bénéfiques largement utilisés dans la
fermentation et la conservation des aliments. Cette étude a porté sur I’isolement, 1’identification et la
caractérisation technologique de BL a partir d’échantillons de lait cru de chevre et de beurre de
fabrication traditionnelle collectés dans la région de Relizane . Quatre souches ont été isolées et
identifiées selon leurs caractéristiques morphologiques, biochimiques et physiologiques. Les analyses
ont permis de les rattacher aux genres Leuconostoc (B1, B2), Lactococcus (B3) et Enterococcus (B4).
Les souches ont été testées pour leurs aptitudes technologiques, notamment la croissance dans le lait
écréme, le pouvoir acidifiant et la capacité a produire un composé d’arome (le diacétyle). Les résultats
ont montré une variabilité inter-souches en matiére des caracteres étudiées. Les souches B3
(Lactococcus lactis) et B4 (Enterococcus avium) ont montré une production significative d’acide
lactique et un bon potentiel aromatisant.

Enfin, un test d’antibiorésistance a révélé que certaines souches présentaient une sensibilité a certains
antibiotiques, tandis que d'autres montraient des résistances notables. Ces résultats permettent de
proposer certaines de ces souches comme ferments potentiels pour la transformation de produits laitiers
,en fonction de leurs performances spécifiques.

Mots clés: bactéries lactiques, isolement, identification, croissance, acidification, aromatisation,
antibiotiques.

Abstract

Lactic acid bacteria (LAB) are beneficial microorganisms widely used in the fermentation and
preservation of food. This study focused on the isolation, identification, and technological
characterization of LAB from raw goat milk and butter samples traditionally made , collected in
Relizane region. Four strains were isolated and identified based on their morphological, biochemical,
and physiological characteristics. The obtained results allowed them to be linked to the genera
Leuconostoc (B1, B2), Lactococcus (B3), and Enterococcus (B4).

The strains were tested for their technological aptitudes, particularly growth in skim milk, acidifying
power, and the ability to produce an aroma compound (diacetyl). The results showed inter-strain
variability in the studied traits. The strains B3 (Lactococcus lactis) and B4 (Enterococcus avium)
showed significant lactic acid production and good flavoring potential.

Finally, an antibiotic resistance test revealed that some strains showed sensitivity to certain antibiotics,
while others exhibited notable resistances. These results allow for the proposal of certain strains as
potential ferments for dairy product processing, based on their specific performances.

Keywords: lactic acid bacteria, isolation, identification, growth, acidification, flavoring, antibiotics.
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