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Résume

Les bactéries lactiques font naturellement partie de notre environnement et de notre
alimentation. On reconnait depuis longtemps, aux bactéries lactiques la propriété de produire des
substances antimicrobiennes et sont utilisées dans la fermentation et la bio préservation des
aliments.

Le but de cette étude était d’évaluer la diversité des bactéries lactiques autochtones qui
appartiennent a la flore utile ou technologique, d’un échantillon de lait de vache de la région
d’Oued Rhiou.

Les analyses physico-chimiques du lait nous ont permis de déterminer la qualité de ce dernier
(PH=6,62 ; Acidité Dornic D=19 ; Point de congélation FP=0,523 ; Température T=28,6 ; Matiere
grasse F=2,89 ; Matiére minérale C=5,58 ; Matiere séche S=9,62 ; Protéine P=2,95 ; Taux de sel
S°=0,64 ; Lactose L=4,50). Quant a 1’étude microbiologique basée sur I’isolement de souches
lactiques(12) a partir d’un certain nombre de caractéres phénotypiques, physiologiques et
biochimiques ( type fermentaire, la croissance en présence de NaCl : 4% et 6,5% ; croissance aux
pH=4.5 et pH 9.6; test de croissance a différentes températures 10°C,37°C, 45°C ; étude de la
thermorésistante; test de [’hydrolyse de I’esculine) et 1’utilisation de la galerie API 50 CHL nous
ont permis d’identifier 04 genres suivants: Lactobacillus (42%), Lactococcus (25%),
Enterococcus (25%) et Leuconostoc(8%).

Mots-clés: Bactéries lactiques ; Leuconostoc ; Enterococcus ; Lactococcus ; Lactobacillus; lait de

vache ; analyses physico-chimiques.



Abstract

Lactic acid bacteria are a natural part of our environment and our diet. It has long been
recognized that lactic acid bacteria have the property of producing antimicrobial substances and
are used in the fermentation and bio-preservation of food.

The aim of this study was to evaluate the diversity of autochthonous lactic acid bacteria which
belong to the useful or technological flora, of a sample of cow's milk from the region of Oued
Rhiou.

The physico-chemical analyzes of the milk allowed us to determine its quality (PH=6.62; Acidity
Dornic D=19; Freezing point FP=0.523; Temperature T=28.6; Fat F=2, 89; Mineral matter
C=5.58; Dry matter S=9.62; Protein P=2.95; Salt level S'=0.64; Lactose L=4.50). As for the
microbiological study based on the isolation of lactic strains(12) from a certain number of
phenotypic, physiological and biochemical characteristics (fermentation type, growth in the
presence of NaCl: 4% and 6.5%; growth at pH=4.5 and pH 9.6; growth test at different
temperatures 10°C, 37°C, 45°C; study of heat resistance; test of aesculin hydrolysis) and the use of
the API gallery 50 CHL allowed us to identify the following 04 genera: Lactobacillus (42%),
Lactococcus (25%), Enterococcus (25%) and Leuconostoc (8%).

Keywords: Lactic acid bacteria; Leuconostoc; Enterococcus; Lactococcus; Lactobacillus; cow

milk; physico-chemical analyses.
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Introduction

Le lait occupe une position stratégique et est une denrée essentielle dans l'alimentation
quotidienne de I’homme, c'est un liquide biologique collecté a partir des mammiféres
(principalement les vaches laitiéres) et un aliment complet constitué des principaux nutriments
nécessaires au développement du corps humain, en particulier le calcium alimentaire, ainsi que la
teneur en vitamines et minéraux. Selon la FAO (2019), la production mondiale de lait provient
essentiellement du lait de vache 81% suivi du lait de bufflonne 15% et d’autres types de laits

(chevre, brebis et chamelle) 4%, en 2018. (Kebchaoui, 2013).

Le lait est un aliment dont la durée de conservation est trés limitée. En effet, son PH quasi
neutre le rend facilement altérable par les micro-organismes et les enzymes. Sa richesse et sa
fragilité en font un milieu idéal de reproduction pour nombreux micro-organismes, dont les
moisissures, levures et les bactéries. Bien que ces micro- organismes soient les principaux facteurs
de dégradation du lait, ils sont historiquement utilisés dans sa transformation et sa conservation.
(Kara et Mehieddine, 2020).

De nombreux produits alimentaires subissent une fermentation lactique avant leur
consommation, ce qui leur confere des caractéristiques d'ardmes et de textures tres spécifiques.
Les bactéries qui en sont responsables sont toutes classées et regroupées sous la méme
appellation de bactéries lactiques (Ghozlane, 2012).

Les bactéries lactiques sont reconnues pour I’effet bénéfique de leur présence dans la production

de nombreux produits laitiers depuis de nombreuses années (Atlan et al., 2008).

Les bactéries lactiques peuvent produire plusieurs composés a partir de la fermentation des
sucres, de I'hydrolyse des protéines et des lipides. Ces composes peuvent étre sous forme d'acides
organiques, de peptides, de composés antimicrobiens, de composés aromatiques et d'exo
polysaccharides. Ces produits participent notamment a la qualité organoleptique, technologique et
nutritionnelle des produits laitiers. (Mozzi et al ., 2010 ).

Notre travail consiste a I’é¢tude de la diversité des bactéries lactiques isolées a partir du lait de
vache cru appartenant a la région d'Oued Rhiou.
L'objectif de notre travail consiste a isoler, purifier et identifier les bactéries lactiques par des

méthodes biochimiques et physiologiques a partir des échantillons de lait de vache.

Notre travail est divisé en trois (03) parties :
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» Une étude bibliographique composée de deux parties :

- La premiére rappelant les genéralités du lait, ses propriétés et ses différentes flores
bactériennes.
- Ladeuxieme représente la classification des bactéries lactiques et leur métabolisme.

» Une étude expérimentale comprend :

- Une étude physico-chimique

- Isolement et caractérisation des bactéries lactiques afin de sélectionner des genres
prédominants dans le lait étudié.

- Présentation des résultats obtenus et leurs interprétations, en les comparants aux résultats des

travaux similaires pour valoriser ce mémoire.

> Conclusion et perspectives qui en découlent.




Chapitre |

Partie

bibliographique



Chapitre | : Partie bibliographique

1. Généralités sur le lait

1.1.  Définition du lait

Le lait est un substrat trés riche fournissant a ’homme et aux jeunes animaux naissants, uUn
aliment presque complet. Protéines, glucides, lipides, sels minéraux et vitamines sont présents a
des concentrations tout a fait satisfaisantes pour la croissance et la multiplication cellulaire
(Bencheba, 2021).

Le lait est la sécrétion mammaire normale d'animaux de traite obtenue a partir d'une ou de
plusieurs traites sans rien y ajouter ou en soustraire, destinée a la consommation comme lait
liquide ou a un traitement ultérieur (FAO, 2000). C’est un liquide opaque blanc mat, plus ou moins
jaunatre selon la teneur de la matiére grasse en 3 caroteénes, deux fois plus visqueux que I’eau, de
saveur sucrée et d’odeur peu accentuée (Billon, 2009). Son gofit, variable selon les espéces

animales, est agréable et douceétre.

En 1909, le lait destiné a 1’alimentation humaine a été défini par le Congrés International de la
Répression des Fraudes, comme étant le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’une
femelle laitiere bien portante, bien nourrie et non surmenée. Il doit étre recueilli proprement et ne

pas contenir de colostrum (Boukhalfa, 2019).

Le lait est un melange liquide de nombreuses substances dont la plus abondante est 1’eau
(Mathieu, 1998). Il est sécrété par les différentes especes de mammiferes présentant des
caractéristiques communes et contient les mémes catégories de composants (Chilliard et Sauvant,
1987), et dont la composition et les caractéristiques physico-chimiques varient sensiblement selon
les especes animales, et méme selon les races. Ces caractéristiques varient également au cours de

la période de lactation, ainsi qu’un cours de la traite (Ghaoues, 2011).
1.2. Composition

Franworth et Mainville (2010) mentionnent que le lait a longtemps été considéré comme un
aliment bon pour santé. C'est une source de calcium et de protéines et peut étre ajouté a notre
alimentation sous plusieurs formes. Le lait est le seul aliment naturel complet qui existe, et chacun

des laits étant adapte a la race qu'il permet de développer (Providence,2016).
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C’est un milieu multiphasique : une phase aqueuse contenant essentiellement le lactose, les
minéraux ; une phase dispersée de nature lipidique (globules gras) et une phase de nature protéique

(micelles de caséines) (Mekhaneg, 2020).

Selon Favier (1985), le lait est une source importante de protéines de haute qualité, est riche en
acides aminés essentiels, en particulier la lysine, qui est le meilleur acide aminé pour la croissance.
Par rapport aux autres graisses alimentaires, ses lipides se caractérisent par une forte proportion
d'acides gras a chaine courte, avec des niveaux d'acides gras saturés beaucoup plus élevés que les
acides gras insaturés. lls véhiculent par ailleurs des quantités appréciables de cholestérol et de

vitamine A ainsi que de faibles quantités de vitamine D et E (Lazar,2014).

Les principaux constituants du lait par ordre croissant selon Pougheon et Goursaud (2001) :

e L’cau, trés majoritaire ;

e Les glucides, principalement représentés par le lactose ;

e Les lipides, essentiellement des triglycérides rassemblés en globules gras ;

e Les protéines, caséines rassemblées en micelles, albumines et globulines solubles ;
e Les sels minéraux a 1’état ionique et moléculaire ;

e Les ¢éléments a I’état de trace mais au role biologique important : enzymes,

vitamines et oligoéléments. ..

Selon Fredot (2006), Le lait est composé de quatre phases distinctes, Ce sont:
e Une phase d'émulsion grasse, constituée de globules gras et de vitamines
liposolubles (A et D).
e Une phase colloidale, qui est une suspension de caséeines sous forme de micelle.
e Une phase aqueuse, qui contient la plupart des composants solubles du lait, tels que
les protéines, le lactose, les vitamines B et C et les sels minéraux.
e La phase gazeuse du lait est celle ou le CO2, I'azote et I'O2 existent a environ 5%
du volume de lait.
La composition du lait varie en fonction du régime alimentaire et de la période de lactation de
I'animal, ainsi que de la race et de I'espece animale. On ne peut donc parler que de compositions
moyennes de lait (Pellerin, 2001;Hadadji, 2006).
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Tableau 1. Composition globale du lait en g/100ml (Vignola,2002).

Constituants majeurs

Variation limites (%)

Valeurs moyennes(%b)

Eau 85.5 /89.5 87.6
Matiéres grasses 24 155 3.7
Protéines 29/5.0 3.2
Glucides 3.6/55 4.6
Minéraux 0.7/0.9 0.8

Constituants mineurs

Vitamines, enzymes

Cellules diverses, gaz

Matiere grasse
(33-47)

Lactose (46) _ cendres (7)

Figure 1. Composition globale du lait en g/l de lait (d'apres Cayot & Lorient,1998).
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1.3.  propriétés du lait

1.3.1. propriétés organoleptiques

La qualité organoleptique (couleur, odeur et texture) d'un produit se dégrade avec le temps. La
durée de stockage, la température et leurs effets combinés affectent de maniere significative les
attributs sensoriels totaux (Reynolds, 2006). Un lait ayant de bonnes qualités organoleptiques
présente des caractéristiques particuliéres qui concernent la couleur, odeur, saveur, et de viscosite,
etc. (Conte, 2008).

Couleur : fraichement extrait de la mamelle, le lait est un liquide blanc-jaunéatre ou blanc-mat,
opaque a cause des micelles de caséine. Il peut étre bleuté ou franchement jaunatre quand il est

riche en lactoflavine (Bordjba et al.,2020).

e Odeur : Elle est faible en général et est variable en fonction de I'alimentation de la femelle
productrice (Bordjba et al.,2020).

e Saveur : Elle est doucatre, Iégerement sucrée en raison de la richesse du lait en lactose

dont le pouvoir sucrant est inférieur a celui du saccharose. (Bordjba et al.,2020).

e Viscosité ou consistance : Le lait est de viscosité variable en fonction de I'espéce animale.
Ainsi le lait des monogastriques (jument, anesse) est plus visqueux que celui des poly
gastriques (vache, bufflesse, brebis, chevre). Dans la méme espéce, le lait est d'autant plus
visqueux qu'il contient plus de colostrum dont la présence en son sein le rend impropre a la

consommation (Bordjba et al.,2020).

Tableau Il. Caracteres organoleptiques du lait (Joffin,2010).

Caractere Examiné Cas normal Cas anormal

-Blanc mat : lait normal -Gris jaunétre : lait de

Blanc iaUna lait rich rétention, lait de mammite
-Blanc jaunatre : lait riche en _ _ )
Couleur . - Bleu, jaune : lait coloré
créme
par des substances

-Blanc bleuatre : lait écrémé ou | chimiques (bleu de
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fortement mouillé (anormale) méthyléne, dichromate....)
ou des pigments
microbiens

- Blanc bleuétre : lait
écréme (normale) ou

fortement mouillé

Odeur Odeur faible Odeur de putréfaction

saveur salée : lait de

rétention ou

Saveur caractéristiques et lait de mammite
Saveur agreable (variation selon le - Gout amer : lait trés
degré de chauffage du lait) pollué par des
bactéries

- Aspect grumeleux : lait
de mammite

_ . - Aspect visqueux ou
Consistance Aspect homogene i R .
coagulé : lait tres pollué

par des bactéries

1.3.2. Propriétés physico-chimiques

Les propriétés physicochimiques du lait et de ses dérivés sont déterminantes dans I'optimisation
des procédés développés pour leur transformation et leur stabilisation. Les principales propriétés

physicochimiques du lait sont indiquées dans le tableau suivant :
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Tableau I11. Les caractéristiques physico-chimiques du lait (Bourgeois et al., 1990),(Billon,2009).

Parameétres Valeurs
Densité 1.030 — 1.033
PH 6.6 - 6.8
Acidité (exprimées en degrés Dornic °) 16218 °C
Point de congélation -0.53
Point d’ébullition +100.55
Extrait sec total 12.7
Taux de matiere grasse 3.9
Teneur en matiere azotée totale 3.4
Teneur en cas€ines 2.8
Teneur en albumines et globulines 0.5
Teneur en lactose 4.9
Teneur en cendres 0.90
Vitamines, enzymes et gaz dissous Traces
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1.3.3. Propriétés microbiologiques

La composition du lait est I'aliment de choix. Il contient des matieres grasses, du lactose, des
protéines, des sels minéraux et 87% d'eau, qui a un pH de 6,7 et sera un substrat tres favorable au

développement microbien (Bouhoun et Mansouri, 2020).

Le lait contient peu de microorganismes (moins de 103 germes/ml) lorsqu'il est prélevé dans de
bonnes conditions a partir d'un animal sain (Quq,2007). II s’agit essentiecllement des microcoques
mais aussi des Streptocoques lactiques (Lactococcus et Lactobacilles) qui sont des germes
saprophytes du pis et des canaux galactophores. Le lait cru est protégé contre les bactéries par des
substances inhibitrices appelées "Lacténines" mais leur action est de tres courte durée (une (01)
heure environ) (Djidoul, 2019). D’autres micro-organismes peuvent se trouver dans le lait lorsqu'il
est issu d'un animal malade. lls sont généralement dangereux au point de vue sanitaire (kara et
al.,2020).

1.4.  Les microflores du lait
On répartit les microorganismes du lait selon leur importance en quartes classes.
1.4.1. Flore indigene ou originelle
Le lait contient peu de micro-organismes lorsqu’il est prélevé dans des bonnes conditions a
partir d’un animal sain (moins de 103 germes/ml) (Benhedane,2012).

D’aprés Lamontagne et al (2002), la flore indigéne est 1’ensemble des micro-organismes

retrouvés dans le lait a la sortie du pis, elle doit étre inférieure a 5000 UFC/ml (Vignola, 2002).

Les genres dominants de la flore indigene sont principalement des micro-organismes

mésophiles (Vignola, 2002).

Tableau IV. La flore indigene di lait cru (vignola,2002)

Microorganismes Pourcentage %
Micrococcussp 30-90
Lactobacillus 10-30
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Streptococcus ou lactococcus <10

Gram négatif <10

1.4.2. La flore de contamination

La flore de contamination est I’ensemble des micro-organismes dans le lait, de la récolte jusqu’a
la consommation. Elle se compose d’une flore d’altération qui causera des défauts sensoriels ou
qui réduira la durée de conservation des produits, et d’une flore pathogéne capable de provoquer

des maladies chez les consommateurs (Lamontagne, 2002).

Ces contaminations par divers micro-organismes peuvent provenir de I’environnement :
Entérobactéries, Pseudomonas, Flavobacterium, microcoques, Corynébactéries, Bacillus, etc...,

par I'intermédiaire du matériel de traite et de stockage du lait, par le sol, I’herbe ou la litiere

(Benhedane, 2012).

1.4.3. La flore d’altération

Elles sont des espéces bactériennes du lait cru capables de dégrader le lactose, les protéines ou
les lipides de cette matiere premiere, elle causera des défauts sensoriels du gout, d’ar6me,

d’apparence ou de texture et réduira la vie de tablette du produit laitier (Boudali, 2020).

Les principaux genres identifiés comme flore d’altération sont les coliformes et certaines

levures et moisissures (Boudali, 2020).

1.4.4. Laflore pathogene

La présence de micro-organismes pathogenes dans le lait peut avoir trois (03) sources : I’animal,

I’environnement et ’homme (Bouricha, 2018).

Parmi les bactéries pathogénes associées aux produits laitiers sont :

Salmonella, Staphylococus aureus, Listeria monocytogenes, Shigellasonei (Bouricha, 2018).
1.5.  Les différents types de lait

L’évolution des processus technologiques, des techniques de conservation et de distribution a

permis I’élaboration d’une large gamme de «laits de consommation» qui se distinguent par leur
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composition, leur qualité nutritionnelle, organoleptique et leur durée de conservation. (Nezechaib,
2019).

IIs peuvent étre classés en deux catégories :
— lait cru non traités thermiquement.
— lait traité thermiquement (Boulefreketal., 2020).

e Laitcru

C’est un lait qui n’a pas subi de traitement thermique puisqu’il « sort » du pis de la vache a
38°C (kara et al.,2020).

Lait cru collecté a la ferme par traite mécanique ou manuelle, ou directement expédier aux
centres de collecte pour réfrigération ou stockage dans des réservoirs. Dans le cas des grandes
exploitations, réfrigérées avant transport, dans ces conditions, La flore microbienne est stable
(Dila, 2012). Le lait doit provenir d'animaux sains, soumis a des contrdles vétérinaires (traite,
conditionnement, conservation) Réalisés dans des conditions d'hygiénes satisfaisantes (Dila,
2012).

e Lait traité thermiquement

Le lait industriel (traité) peut comporter une composition altérée (lait écrémé, etc.) et un
traitement thermique visant a éliminer les éventuels germes pathogénes et augmenté la durée de

conservation (Kara et al.,2020).

a) Lait pasteurisé
La pasteurisation consiste a porter le lait a une température suffisante et pendant un délai pour

détruire les bactéries pathogenes (Veisseyre, 1979).

La pasteurisation a pour objectif la destruction de toutes les formes végétatives des micro-
organismes pathogénes du lait sans altérer la qualité chimique, physique et organoleptique de ce
dernier.(Boulefreket al.,2020).

On distingue deux types de traitement :

- Pasteurisation basse : Le lait est chauffé pendant 30 min a 63°c. Ce type de pasteurisation

est trés couteux
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- Pasteurisation haute : Ou HTST (high température short time) elle est réservée au lait de

bonne qualité hygiénique (Jeantet, 2008).

b) Lait stérilisé
Selon le processus de stérilisation on distingue le lait stérilisé et le lait U.H.T définis en

1979.Ces laits doivent rester stable jusqu'a la date de peremption. (Boulefrek et al.,2020).

Le lait stérilisé est obtenu aprés 20 minutes de chauffage en packs a 120°C imperméable
(Guiraud, 1998). Conditionné dans un contenant étanche et hermétique aux micro-organismes
liquides et pathogenes (Leseur & Melik, 1990), qui peuvent étre tres stockés a température

ambiante pendant de longues périodes (Guiraud, 2003).

e Lait UHT (Ultra Haute Température)

Le lait UHT est un lait de longue conservation stérilisé par upérisation a haute température. Le
lait UHT a un bon goQt, se conserve plusieurs mois a une température ambiante (Feraoun,
2020).

c) Lait concentré
Le lait peut y étre stabilisé en abaissant I'activité de I'eau. il est obtenu par élimination partielle

de I'eau et I’addition au sucre (Mahaut et al, 2005).

e Lait concentré non sucré

Il obtenu par une pasteurisation a température €levée suivie d'une concentration ; celle-ci se fait
par ébullition sous vide partiel dans des évaporateurs. Il est ensuite homogénéisé, refroidi,
distribué en boites puis stérilisé par autoclavage a 115 °C pendant 20 minutes. Sa conservation est

de tres longue durée (Anonyme, 2014).

e Lait concentré sucré

Il élaboré par une pasteurisation a température élevée suivie de l'addition d'un sirop de sucre

stérile @ 70 % de saccharose. Le sucre inhibe la multiplication des micro-organismes, ce qui
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autorise un traitement thermique moins important. Aprés concentration & 50 % environ, le lait est

refroidi et réparti en boites ou en tubes stériles. Sa conservation est de longue durée (ldrissi, 2011).

d) Laitsec

Le lait sec destiné a la consommation humaine contient :

- Moins de 250 000 bactéries aérobies mésophiles par gramme.

- Moins de cing(05) coliformes par gramme (Ferraoun, 2020).

e) Poudre du lait
Selon la Loi sur les aliments et drogues du Canada, le lait en poudre est un produit fabriqué en

éliminant partiellement I'eau du lait (Kessas, 2020).

On répartit les poudres de lait en trois catégories :

La poudre de lait entiere

La poudre de lait partiellement écrémée

La poudre de lait écrémée (Kessas, 2020).

f) Lait fermenté

La dénomination du lait fermenté est réservée au produit laitier préparé avec des laits écrémés
ou non, ou des laits concentrés ,ou en poudre écrémés ou non , sous forme liquide, concentré ou en
poudre, ils pourront étre enrichis avec des constituants tels que la poudre de lait ou les protéines de
lait, le lait subit alors un traitement thermique au moins équivalent a la pasteurisation et est
ensemencé avec des micro-organismes caractéristiques de chaque produit, la coagulation des laits
fermenteés ne doit pas étre obtenue par d’autres moyens que ceux qui résultent de ’activité des
micro-organismes qui sont pour la plupart du probiotique c’est-a-dire bénéfique pour la santé
(Fredot, 2006).
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2. Les bactéries lactiques

2.1.  Historique des bactéries lactiques

La fermentation était utilisée par I'nomme dans I'Antiquité par acidification spontanée des jus
des léegumes, du vin et de la biere, ou par contamination naturelle du lait qui a conduit aux
premiers produits fermentés. La preuve de I'existence des produits laitiers fermentés est apparue
vers 8000 avant JC dans le Croissant Fertile au Moyen-Orient, et la production de levure et la
fermentation des plantes sont apparues entre 4000 et 2000 avant JC chez les égyptiens (Boudersa
et al,2017).

2.2.  Définition et caractéristiques des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques regroupent un ensemble d'espéces hétérogenes. (Labioui et al.,2005).

Ce sont des cellules vivantes, autonomes et procaryotes dont le trait commun est leur aptitude a
produire de 1’acide lactique suite a la fermentation des glucides. (Dahou,2017).

Elles tirent leur énergie uniquement par la phosphorylation des substances et elles produisent
leur énergie par la métabolisation du sucre. (Dahou, 2017)

Ce sont des cocci ou des batonnets a Gram positif, sporulant, aéro-anaérobie facultative on
micro-aérophiles ;généralement immobiles, acido-tolérantes capable de croitre a des températures
comprises entre 10°c et 45°C(Salimane,2003).

Les bactéries lactiques sont ubiquistes, elles sont présentes dans des différentes niches
écologiques comme le lait, les produits laitiers, les végétaux, la viande, les muqueuses humaines et

animales. Elle se trouve partout dans la nature (Tahlaiti,2019).

La production d’acide lactique par les bactéries lactiques conduisant a un abaissement important
du pH du milieu est largement utilisée en industrie agro-alimentaire. Les bactéries lactiques
tolérantes en effet que pH acide (pH=5).

De nos jours, Les bactéries lactiques représentent le deuxieme plus grand marché de production
de biomasse aprés les levures. Principalement utilisées lors d'applications dans l'industrie
alimentaire, comme la fabrication des fromages, des laits fermentés, de certains Iégumes et
produits carnés fermentés et de certains vins, elles interviennent aussi dans l'industrie chimique
pour la production d'acide lactique et de bio polymeres et acquiérent, depuis quelques années.

Jouent un rdle de croissant en santé animale et humaine (Brahimi,2015).
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2.3.  Origine

Les bactéries lactiques sont ubiquistes, et on les trouve dans différentes niches écologiques. Les
espéces des genres Streptococcus, Lactococcus, ou Leuconostoc se rencontrent plutdt chez les
hommes, les animaux, et les oiseaux. On peut les isoler de la peau des animaux, des matieres
fécales, mais aussi de I’ensilage, du foin ou des grains. Dans le domaine laitier, elles existent sur
les ustensiles en quantité considérable. Certaines especes des groupes sérologiques A et B peuvent
étre pathogénes, mais les autres sont plutdt saprophytes (Abdalli et al.,2017 ) . Les especes du
genre Lactobacillus sont répandues dans la nature. On les trouve dans les végétaux ou elles
assureront l'acidification de 1’ensilage. On les trouve aussi dans l'intestin des animaux et de
I’homme, car Lactobacillus acidophilus résiste aux sels biliaires. On les isole également des
cavités naturelles de 1’organisme. Lactobacillusacidophilus entre dans la flore normale du vagin,
ou sa présence empéche l'invasion par Candida albicans. Les espéces du genre Pediococcus se

rencontrent surtout sur les plantes (Abdalli et al., 2017).
2.4.  Taxonomie et classification des bactéries lactiques

Décrites pour la premiere fois par Orla-Jansen au début de XXe siecle (1919), les bactéries
lactiques constituent un groupe hétérogéne, qui n’est pas clairement défini du point de vue

taxonomique (Lahtinem et al ,2012).

La taxonomie de bactéries lactiques a été basés sur la coloration de Gram et il est possible de
classer suivants la nature du produit de métabolisme bactérien obtenue a partir du glucide (G+C <
50 mol%). Traditionnellement, le genre Bifidobacteriuma été associé aux bactéries lactiques. Par la
suite, il a été séparé en raison du contenu G+C > 50 mol% et affecté au phylumdes actinomyces
néanmoins, les bifidobactériessont également considérées comme des bactéries lactiques, en raison
de leurs propriétés physiologiques et biochimiques semblables,(elles produisent de 1’acide lactique
et sont utilisées dans les laits fermentés) et du fait qu’elles partagent certaines niches écologiques

communes aux bactéries lactiques tel que le tractus gastro-intestinal (Bekaddouri et al., 2020).

La premiére classification de bactéries lactiques a été établie en 1919 par Orla-Jansen sur divers

criteres morphologiques et physiologiques (Bekaddouri et al., 2020).
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Tableau V. Classification des grands groupes bactéries lactique (Stiles et Holzapfel 1997).

Nitrate
Famille Formes Catalase ) Fermentation | Genre bactéerien
réductase
) ) Hétéroferment | LactobacillusWeis
Betabacteruim Bcille - - )
aire sela
) _ Homofermenta )
Thermobacteruim | Bcille - - ) Lactobacillus
ire
) _ Homofermenta | LactobacillusCar
Streptobacterium Bcille - - ) )
ire nobacterium
Hétéroferment | LeuconostocOeno
Betacoccus Coque - - ) )
aire coccusWeissela
Homofermenta | Pedicoccus
Tetracoccus Coque + + )
ire Tetragencoccus
- _ Homofermenta | _
Bifidobacteria Polymorphe | - - ) Bifidobacterium
ire
Streptococcus
Homofermenta | Enterococcus
Streptoccocus Coque - - )
ire Lactococcus
Vagococcus
Lb. deitwueckii
Weissell=a
Leuconastoc Lb. casei-Pediococcus
Olenococcus
Tetragenococcus Lactococcrs
Vagococous
FEnterococcus
Streprococcus
Carnobactersum
Staphylococcus
Aerococcus Listeria

Figure 2. Shéma montrant 1’Arbre phylogénitique des principeaux genres de bactéries lactiques

(Lahtinen et al., 2012).
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2.5.  Voies métaboliques des bactéries lactiques

- Pour se développer elles ont besoin de source de carbone organique (glucide, fermentescibles)

nombreuses bactéries lactiques en des exigences nutritionnelles. (Bouziane et al.,2021).

- Les bactéries lactiques sont un groupe hétérogéne de micro-organismes produisant 1’acide

lactique comme produit principal du métabolisme issu de la fermentation des sucres selon le type

de fermentation préférentiellement utilisée :

Homofermentaires : L'acide lactique est le seul produit de la fermentation du glucose.

Hétérofermentaires facultatif : La fermentation du glucose aboutit a la formation d'acide lactique

ou de I'acide lactique et de I'acide acétique.

Hétérofermentaires strict: Elles produisent, en plus de I'acide lactique, de I'acide acétique ou de

I'éthanol et du CO,(Morsli, 2016).

Bifide Homofermentaire Hétérofermentaire
ATP l ATP
ADP ADP
ADP glucose-6-P glucose-6-P
t-"“\""—.J‘-_TF'
acetyl-P o
fructose-6-P 6-P-gluconate
érythrose-4-P o ,IN\‘*
fructose-1,6-diP ribulose-5-P

y
sedoheptulose-7-P -5
glyceraldehyde-3-P  «— xylulose-5-P

_ <> dihydroxyacetone-P
ribose-5-P<
{ xylulose-5-P 1,3-biP-glycerate acetyl-P
_ |~ 2 ADP —
bul 5.p / 3.2 ATP
ribulose-5- acetyl-P 3-P-glycerate acetyl-CoA
l,.. ADP
V=T o poglycerate acetyldehyde
!
phnsphnenolp&rruvate
ADF
(g
pyruvate
lactate

Figure 3 : Différents types de fermentation (Axelsson, 2004).
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2.6.

Figure4. Acide lactique

Les différents genres de bactéries lactiques

2.6.1. Lactobacillus

Le genre Lactobacillus est le genre principal de la famille des Lactobacillaceae. Les

lactobacilles représentent un genre important des bactéries lactiques tant au niveau industriel qu’au

niveau de la flore commensale infantile.

L’hétérogénéité des espéces est illustrée par le contenu en G + C qui peut varier de 32 a 53 %
(Schleifer et Stackebrandt, 1983 ; Pilet M-F. et al., 2005).

La classification remaniée par Kandler et Weiss (1986) les subdivise en trois(03) groupes selon

leur type fermentaire :

e Groupe | : Anciennement appelé Thermobacterium. Il regroupe les lactobacilles
homofermentaires stricts et thermophiles, ils sont incapables de fermenter les pentoses et le
gluconate. Ces bactéries fermentent les hexoses par la voie d’Embden-Meyerhof, en
produisant exclusivement de ’acide lactique, elles se développent a 45°C mais pas a 15°C.

Leurs cellules sont longues, droites souvent en palissades (Tahlaiti, 2019).

e Groupe Il : Anciennement appelé Streptobacterium. Rassemble les lactobacilles
hétérofermentaires facultatifs et mésophiles qui se développent a 15°C. Les hexoses sont
fermentés par la voie d’Embden-Meyerhof, en produisant exclusivement de 1’acide lactique
(mais pour certaines souches : du lactate, de I’acétate, de 1’éthanol et du formiate), celle des
pentoses et du gluconate peuvent étre dégradés par la voie hétérofermentaire avec une
production d’acide lactique et d’acide acétique par une phosphokétolase inductible. Leurs

cellules sont courtes, souvent arrangées en filaments (Tahlaiti, 2019).
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e Groupe Il : Anciennement appelé Betabacterium. Ces espéeces ont un métabolisme

strictement hétérofermentaire. la fermentation des hexoses produit de ’acide lactique, de

I’acide acétique (ou de 1’éthanol) et du CO2, celle des pentoses, de 1’acide lactique et de

I’acide acétique. Ces bactéries possedent une phosphokétolase (tableau 6). C’est un groupe

qui rassemble des espéces relativement hétérogenes, surtout mesophiles. Les cellules sont

courtes, droites et séparées (Tahlaiti, 2019).

Tableau VI. Criteres différentiels des trois groupes de lactobacilles ( Sharpe , 1981 , Kandler et

Weiss , 1986 ).
Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3
Caracteristique Homofermentaire Hétérofermentaire Hétérofermentaire
obligation faculatif obligation
Fermentation des
pentoses ) i _
CO; a partir du
glucose ) ] i
CO, a partir du
- + +
gluconate
FDP aldose + + -
Phosphokétolase - + +
Lb.acidophilus Lb.casei Lb.brevis
Lb.delbruckii Lb.curvatus Lb.buchneri

Lb.helveticus

Lb.savarius

Lb.plantarum
Lb.sakei

Lb.fermentum

Lb.reuteri

Les Lactobacilles, de par leur variété, sont présents dans des milieux trés différents (Novel

G.,1993): cavité buccale, tractus digestif, organes génitaux chez I’homme, produits végétaux, lait

et produits laitiers (différents type de fromages), produits carnés, poissons marinés ou fumés.
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Figure 5 :Lactobacillus acidophilus et cellule épithéliale ( Beijerinck, 1901).

2.6.2. Carnobacterium

Ce genre a été crée par Collins et al. (1987). sont des bacilles hétérofermentaires souvent
trouvés dans les viandes de beeuf, de poisson et de volaille emballées sous vide et stockées a basse
température (Novel G., 1993 ; Joffraud et al., 2006). lls sont originellement décrits comme le
genre Lactobacillus mobile, Lb. gallinarum, Lb. divergens, Lb.piscicola (Novel G., 1993). Une
étude taxonomique de ces différentes souches a permis de les regrouper aprés hybridations ADN-
ADN, dans un nouveau genre, Carnobacterium. Morphologiquement proche des lactobacillus
(petits batonnets isolés, par paires ou encourtes chaines), ils s’en différencient par leur production
de I’acide lactique L(+) et leurincapacité a se développer dans les substrats a base d’acétate. En
général, les carnobacterium peuvent croitre a un PH relativement élevé (par exemple, pH=9)
tandis que les lactobacilles ne peuvent pas s’y développer (Schillinger et Liicke, 1987). La
croissance est possible a 0°C et 10°C mais pas a 45°C, ni en présence de NaCl 8% (Larpent J-P.,
1996). Leur contenu G+C est compris entre 33 et 37% (Dellaglio et al., 1994).

Ce genre comprend quatre (04) espéces fréquemment associées aux aliments C. divergens, C.
piscicola, C. mobile et C. galliarum. Ils sont isolés de produits carnés, ou de produits de la mer,

saumon fumé mais certains ont également été isolés de fromages.

2.6.3. Enterococcus,Lactococcus, Streptococcus et Vagococcus

Les genres Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus et Vagococcusétaient précédemment
inclus dans un seul genre Streptococcus (Axelsson, 2004). Ce sont des coques en paire ou en

chaine, leur fermentation est homolactique, produisant en majorité de 1’acide L-lactique. Ces
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especes different principalement entre elles par la présence d’un antigéne de groupe dit antigeéne de
Lance Field.

- Le genre Streptococcus comprend la majorité des especes de Streptocoques. Ces
organismes ont un contenu en G+C de 35 a 46% (Pilet M-F. et al., 2005). Ce genre est
généralement divisé en trois groupes : pyogéne, oral et les autres streptocoques. Le groupe
pyogeéne contient essentiellement des especes pathogeénes, hémolytiques (hémolyse pB)
comme Streptococcus pyogenes ; d’autres Streptocoques oraux (o- ou non-hémolytiques)
sont associés principalement a la cavité¢ orale de ’homme et de 1’animal (Streptococcus
mutans). L’espéce thermophile qui soit utilisée en technologie alimentaire est
Streptococcus thermophilus .Ce dernier a été inclus dans le groupe des « autre
streptocoques » par Scheilfer et Kilpper-Balz (1987). Du fait par son habitat (lait et
produits laitiers), et son caractére non pathogéne seul cette espece est considérée comme

appartenant aux bactéries lactiques.

- Le genre Lactococcus appartient au groupe N de Lancefield, représente les streptocoques
dits « lactiqgues ». Récemment Schleifer et al. (1985), se fondant sur des criteres
moléculaires, ont proposé de séparer les streptocoques lactiques mésophiles du genre
Streptococcus et de créer le genre Lactococcus (Novel G., 1993). Les lactocoques sont
associes a de nombreuses fermentations alimentaires et ne possedent aucun caractere
pathogéne, mais seuls les Lactococcus lactis sont actuellement utilisés dans la technologie
laitiere. Trois sous-espéces de L. lactis peuvent étre distinguées : L. lactisssp. lactis, L.
lactisssp. cremoris et L. lactisssp. hordniae. Seules les deux premiéres interviennent dans

la plupart des produits laitiers.

- Le genre Enterococcus rassemble la plupart des espéces du groupe D de Lancefield
(streptocoques fécaux), présentent une hémolyse de type A, B, et qui se caractérisent par
leur développement a 10 et 45°C, leur aptitude & croitre en présence de 6,5 % NaCl, et leur
grande résistance aux facteurs de D’environnement. Les espeéces rencontrées dans
I’alimentation sont essentiellement En. faecalis (auparavant Streptococcus faecalis), et ses
variétés (En. durans et En. bovis). Leur habitat est tres varié :
intestin de I’homme et des animaux, produit végétaux, sol, produits laitiers (Giraffa et al.,

1997). Les entérocoques jouaient un réle important dans la maturation des fromages.
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Figure6 : Enterococcusfaecalis (Andrewes&Horder, 1906). Figure 7 : Lactococcuslactis

(Schleifer etal.,1986).
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Figure8 : Streptococcus pyogenes (Rosenbach, 1884).

Les especes du nouveau genre Vagococcussont facilement confondues avec les lactocoques au
niveau morphologique, mais ces deux genres sont clairement distincts par leur composition en
acides gras (Ho, 2008).

2.6.4. Leuconostoc, Oenococcus et Weissella

Ils rassemblent les coques lenticulaires en paires ou en chaines, mésophiles, qui possedent un

caractére hétérofermentaire marqué, avec production de 1’acide D(-) lactique.

- Le genre Leuconostoc a été défini par Van Thieghem en 1878. Ce genre a auparavant
inclus des cocci bacilles hétérofermentaires, produisant uniquement de 1’acide lactique, et ne
produisant pas d’ammoniaque a partir de I’arginine. Leur température optimale de croissance se
situe entre 25°C et 30°C, et leurs contenu G+C sont assez voisins (37 a 45%) (Garvie, 1986). Leur
croissance est toujours lente. Ils ne sont pas hémolytiques ni pathogénes. ces especes sont
caractérisées par la production a partir du citrate du lait de di acétyle et parfois par la synthése de
d’extrémes et de lévanes extracellulaires en présence de saccharose (Novel G., 1993). Les études
phylogénétiques des Leuconostoc montrent une diversité dans ce genre (Eom et al., 2007).
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En général les leuconostocs sont utiles dans différents types de fromages (Devoyod et Poullain,
1988 ; Ogier et al., 2008) ou ils facilitent I’ «ouverture » par la production de CO2. Ils
interviennent aussi dans [D’industrie laitiere (beurre et créme) principalement les Ln.
Mesenteroidesssp. cremoris, ensilage et les végétaux fermentés (olives, choucroute, etc) (Hemme

et Foucaud-Scheunemann, 2004).

Figure9 :Leuconstocvu au microscope électronique.

L'espece Leoconostocoenos isolé du vins a été renommeée Oenococcusoeni et certains
lactobacilles hétérofermentaires ont été groupés avec Leoconostocparamesenteroides dans le

nouveau genre Weissella (Stiles et Holzapfel, 1997).

Tableau VII. Liste des especes du genre leuconostoc(Zang et Cai, 2014).

Espece Année Origine

Leuc. Fallax 1992 Choucroute

Leuc. Carnosum 1989 Viande stockée a froid
Leuc. gelidum 1989 Viande stockée afroid
Leuc.

Mesenteroides 1929 Inconnu

ssp.cremoris

ag
Leuc. Citreum 1989 Source humaine
Leuc. Lactis 1960 Inconnu
Leuc. Kimchii 2000 Kimchi
Leuc.
) ) 2001 Inconnu
Gasicomitatum
Leuc. Holzapfelii 2007 Café fermenté
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2.6.5. Aerococcus, Pediococcus et Tetragenococcus

Ce sont des coques formées de cellules groupées en paires ou en tétrades. lls sont mésophiles,

homo-fermentaires, et le plus souvent incapable d’utiliser le lactose.

Sept espéces de Pediococcus sont connues : Pediococcusacidilactici, Pediococcusdamnosus,
P.dextrinicum, P. inopinatus, P. parvutus, P. pentosaceus et P. urinaeequi. lls fermentent les
sucres en produisant de ’acide lactique DL ou L(+) et sont aussi caractérisés par le GC% de leur
ADN (34-42%). Ces derniéres sont importantes dans 1’agroalimentaire tant sous 1’aspect négatif
que positif. Ce sont des agents de dégradation en brasserie (P. damnosus). Les P. acidilactici et P.
pentosaceusont démontré leur utilit¢ dans 1’élaboration de plusieurs produits carnés fermentés
naturels. Ils sont parfois utilisés comme levains lactiques pour les Charcutries. Les Pédiocoques
sont également des bactéries lactiques autochtones qui permettent la maturation des fromages
(Gonzalez et al.,2007 ; Gurira et al., 2005).

Figure 10 : Morphologie en microscopie électronique de Pediococcus sp photo sylviane
lemarinier université de Caen (Benkarouba, 2017).

L’espéce Pediococcus halophilus a été renommée Tetragenococcushalophilus. Seulement deux
espéces de Tetragenococcus sont connues : T. halophilus et T. muriaticus. Ces bactéries résistent a
des concentrations élevées en sel (supérieures al8 % NaCl). lls ont un r6le crucial dans la
fabrication des produits alimentaires comme les saumures (anchois salés), les sauces de soja, etc.
Le genre Aerococccus qui contient cing (05)espéces est généralement moins intéressant dans

I’agroalimentaire (Axelsson, 2004).
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2.6.6. Bifidobacterium

Les Bifidobacterium (I’ancien nom étant Lactobacillus bifidus), la forme des cellules de
Bifidobacterium est trés irréguliere, pouvant étre : cellules courtes, conoidales, cellules ramifiées,

spatulées, isolées ou en chaine, disposées en V ou en palissade (Larpent 1996a ; Pilet. et al., 2005).

Elles se différencient des autres bactéries lactiques par leur caractére anaérobie, leur contenu
G+C (55-67%) et la présence dune enzyme, la fructose-6-phosphocétolase. En fait
Bifidobacterium permet de fermenter les hexoses en produisant plus d’acide acétique que d’acide
lactique (rapport 3:2), de faible quantités d’éthanol et d’autres acides organiques. Cette
fermentation « lactique » a conduit a les rapprocher du groupe des bactéries lactiques (Piletetal.,

2005). Leur température de croissance est comprise entre 37°C et 41°C.

Ils sont isolés a partir de la flore intestinale du nouveau-né, on les retrouve aussi dans I’intestin
de ’homme et de nombreuses espéces animales. Ils sont utilisés dans la fabrication du yaourt et

produits laitiers fermentés (probiotiques). Leur présence entrainerait une protection contre les

agents infectieux au niveau intestinal grace a la présence d’un facteur bifidogéne (Sondergaard,

2005).

Figurell :Bifidobacteriumlongum au microscope électronique
2.7.  Meéthode d'identification des bactéries lactiques

L'identification des bactéries lactiques compte plusieurs méthodes.
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2.7.1. Meéthode classique

Les caractéristiques phénotypiques constituent la base de différenciation et d'identification des
bactéries lactiques. Différents tests clefs sont largement adoptés. La morphologie ainsi que les
méthodes physiologiques, métaboliques/biochimiques et chimio taxonomiques sont les plus
utilisées (Belarbi,2011).

Elle repose sur plusieurs tests majeurs dont la biochimie comprend la production de gaz
carbonique dans le milieu glucose, le profil de fermentation de nombreux sucres, I'nydrolyse de
I'arginine et de I'esculine, le dosage de I'isomére optique de I'acide lactique. La méthode classique
comprend des tests biochimiques caractéristiques des bactéries nécessaires principalement a la

détection de I'acide meso-diaminopimelique (MDAP) dans le peptidoglycane (Belarbi,2011).

2.7.2. ldentification moléculaire

Les méthodes modernes d'identification des bactéries lactique font appel a I'étude des
constituants des cellules.

Le séquencage de I'ARN 16S reste une des méthodes les plus appliquées pour obtenir une
identification précise en complément des méthodes classiques. Cependant plusieurs méthodes
d'identification par PCR, plus abordables en routine se sont développées pour l'identification des

bactéries lactiques (Belarbi,2011).

Pour la différenciation intra spécifique, les différentes méthodes moléculaires, comme
composition en base de 'ADN G+C%, I'nybridation ADN/ADN et ADN/ARN, l'analyse des
fragments de restriction de I'ADN par I'électrophorése en champ pulsé (R-ECP), les profils
protéiques par SDS-PAGE, sont généralement couplées et permettent I'analyse de la biodiversité

des isolats dans un écosystéme donné (Belarbi,2011).
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Tableau VIII. Avantage et inconvénients de quelques méthode d’identification bactérienne en

microbiologie ( Singhal et al , 2015).

Meéthodes Avantage Désavantage

o ) -Sensibles aux bactéries -Lentes et  consomment
Tests biochimique classique
-Peu couteuses beaucoup de temps

- Une non exigence de culture

de I’échantillon )
) o ) -Nécessité d’un cycle thermale
Méthode a base moléculaire | -Sont spécifiques,sensibles , )
] o -Un personnel formé
rapides , précises .

-Peu contamination

) o -Personnel formé exigé sachant
-Disponibilite des standards _ )
) comment interpréter les
Séquencage 16S ]
S o résultats
-identification precise .
-Tres couteux

-Rapide
MALDI-TOF MS -Précise -Equipement tres cher

-Peu couteux

2.7.3. Intérét des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques jouent un role important que ce soit dans 1’industrie alimentaire ou dans
le domaine thérapeutique.

2.7.3.1. Dans P’industrie alimentaire

e ROle sur la structure et la texture

Ce sont des laits fermentés et l'acidification se traduit par la formation de caillé + ou —.

Selon des bactéries lactiques sont présentes, Selon le produit, la fermeté souhaitée (yaourt ferme)

ou créme (yogourt brasse; kéfir).pour obtenir une consistance definie.

L'utilisation de souches plus ou moins acidifiées peut étre combinée avec l'utilisation de souches

productrices de polysaccharides (Belaidouni, 2017).
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e Rodle dans la conservation
v" Production d'acide lactique : nt un réle important dans I’inhibition des flores non lactiques.
v Production de bactériocine : Ces peptides antimicrobiens sont synthétisés par un trés grand
de nombreuses souches de bactéries lactiques, elles sont généralement thermorésistantes
(Belaidouni, 2017).
e Effets sur les propriétés sensorielles
En produisant des produits autres que I'acide lactique, tels que le diacétyle et I'acétaldéhyde, qui

est responsable de la saveur unique (Boudjemaa., 2008).
2.7.3.2. Dans le domaine thérapeutique

Difféerents bactéries lactiques apportent des bénéfices a I’hOte en conférant une balance de
lamicroflore intestinale, et en jouant également un réle important dans la maturation du systéme

immunitaire (Yateem et al.,2008).

Différentes études ont démontré le réle préventif aussi bien que curatif de ces bactériessur
plusieurs types de diarrhées (Mkrtchyan et al.,2010).

D’autres ont cité leur capacité de diminuer les allergies liées aux aliments grace a leur activité

protéolytique (EI-Ghaish et al.,2011).

Certains souche comme Lactobacillus crispatus ont démontré la capacité de protection vis-a-vis
des infections et utilisées sous forme de suppositoires pour empécher la colonisation du vagin par
les bactéries pathogénes et de prévenir ainsi les rechutes chez les femmes qui souffrent
d’inflammations  fréquentes et  répétées de la  vessie  (Belaidouni, 2017).
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1. Objectif

L’objectif principal de cette étude est I’isolement, I’identification par des méthodes
Pasteuriennes et I’obtention d’un lot de bactéries lactiques autochtones a partir du lait de vache de
la région d’Oued Rhiou.

2. Lieu et période de I’étude

Cette étude a été réalisée au sein de laboratoire de recherche des Sciences et Techniques de
production animale de I’université Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem, sis a Hassi -Maméche.
Le travail s’est déroulé durant la période de 18 mai au 14 juillet.
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Figure 12 :Situation géographique de laboratoire de recherche LSTPA de I’université Abdelhamid
Ibn Badis de Mostaganem (Google maps).
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3. Provenance des échantillons

Les échantillons de lait cru de vache proviennent de la localité d’Oued Rhiou une commune de
la wilaya de Relizane, ils ont été prélevés aupres des éleveurs de la ferme d’ARNOUZE.
Les mamelles sont lavées avec 1’eau savonneuse puis rincées a ’eau javellisée. Les échantillons
du lait (100 ml) sont recueillis dans des flacons de 250 ml stériles, conserves a 4°C et transportés

au laboratoire ou ils sont analysés.
4. Analyses physico-chimiques d’échantillon de lait de vache

Des analyses ont été effectuées, sur les différents échantillons des laits de vache collectés, afin
de déterminer les principales propriétés physiques et chimiques ainsi que la valeur nutritionnelle.

L’ensemble des paramétres analysés sont présentés en figure 14.

Analyses physico-chimiques

PH et
Acidite

Dornic

) Teneur en
Point de Teneur en N Taux en
- o protéines et o
Densite congélation lactose o minéraux
en lipides

Figure 13 :Parameétres physicochimiques étudiés

On a utilisé I’analyseur des laits par spectrométrieinfra-rouge « marque lactoscan » (voir
I’annexe C) pour mesurer quelque parametre physicochimique du lait (sauf 1’acidité) :
F : Matiere grasse
D : Densité
C : Taux de cendre

S : Matiére séche
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P : Protéine

T : Température

PH : Potentiel hydrogene
FP : Point de congélation
S’ : Taux de salinité

W : Activité de I’eau

L : Lactose

4.1.Mesure du pH

La valeur du pH a une importance exceptionnelle par 1’abondance des indications qu’elle donne
sur la richesse du lait de certains constituants sur I’état de fraicheur ou sur sa stabilité. (Mathieu,
1998). Le pH des échantillons de lait a ét¢ mesuré, a 1’aide d’un pH-métre (type PHSJ-3F), par
immersion dans un volume (30ml) de lait prélevé dans un bécher. L’opération est répétée 3 fois

pour chaque échantillon et ¢’est la moyenne des mesures qui est prise en compte (Ketrouci, 2021).

4.2 Détermination de ’acidité titrable

Des méthodes de titrage plutdét que des mesures de pH sont utilisées pour vérifier 1’équilibre
acido-basique, qui est généralement appelée acidité titrable du lait.
Pour quantifier le degré d’acidité d’un lait, on utilise un titrage acido-basique par la soude Dornic.
La procédure comprend les étapes suivantes :

- On a introduit 10ml de lait dans un bécher de 100ml.

- On ajoute 2 gouttes de phénolphtaléine a 1% dans I’alcool a 95%.

- On a fait couler la soude Dornic (la solution NAOH, N/9) dans le bécher et on rajoute goutte a
goutte jusqu’au virage en rose. La coloration rose doit persister au moins 10 secondes (Guiraud,
1998).

- La lecture est réalisée sur la colonne graduée ou le nombre de ml utilises, puis on multiplie le

nombre par 10 et ceci donne I’acidité du lait qui est exprimée en degré Dornic.

Un degré Dornic équivaut a une teneur de 0.1 g d’acide lactique par litre de lait.
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Burette graduée Introduire la soude jusqu’a
I’obtention d’une coloration
rose pile persistante

La soude Dornic (N/9y———¥

Nous avons ajoutés 2 gouttes

de phénolphtaléine au lait

10 ml du lait Eprouvette graduée

Figure 14: Mesure de I'acidité Dornic

5. Analyses microbiologiques d’échantillon de lait de vache

5.1.Milieux de culture

e Les milieux de cultures utilisés sont sous forme liquide ou solide apres ’ajout de 15g/1
d’agar agar. Les milieux sont les suivants :

e Le milieu MRS (De Man et al.,1960).
e Le milieu M17 (Terzaghi et Sandine, 1975).

Tous les milieux de culture utilisés dans cette étude sont stérilisés a 120°C pendant 20mn. La

composition des différents milieux de cultures est présentée en annexe A.

5.2.1solement et purification des bactéries lactiques
5.2.1. La préparation des dilutions

La dilution est un processus qui consiste a réduire la concentration d’une substance dans une

solution. Les dilutions décimales ont été réalisées en triple a I’aide d’une solution d’eau péptonée
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a 9% a raison de 9ml par tube, ensuite une série de dilution est préparée a partir de I’homogénat
(10" jusqu’ & une dilution (107) (Guiraud,2003).

Figure 15 : Préparation des dilutions de 10™ & 107

5.2.2. Isolement des bactéries lactiques

Une fois les dilutions réalisées, on étale (ensemencement) cent microlitres (0,1ml) de chaque
dilution sur la surface de la boite Pétri qui contient les milieux de culture (ML pour la flore totale,
MRS pour les lactobacilles et M17 pour le développement les lactocoqueset streptocoques

lactiques) a pH 6,2.
Les boites sont ensuite incubées a 30°C, 37°C et 42°C pendant 24h a 48h.
Les boites contenant 30 a 300 colonies ont été retenues.

5.2.3. Dénombrement des bactéries lactiques

Des dilutions décimales ont été réalisées en triple a I’aide d’une solution d’eau péptonéea 9 % a
raison de 9 ml par tube, apres homogénéisation, on étale 0,1 ml de chaque dilution sur les milieux
de culture(MRS et M17). Les boites sont ensuite incubées a 30°C et 37°C et 42°C pendant 24 h a
72h.

Les dilutions qui ont été retenu sont de : 102 & 10° pour le comptage des colonies qui est

exprimé en UFC (unités formant colonies) par gramme d’échantillons selon la formule suivante

(Guiraud, 2003).

Nombre d’UFC comptées

x Fd

C fony =
N (Cellules suspension) V d'inoculum déposé

35
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e CN : Concentration en nombre de cellule dans la suspension
e V:Volume d’inoculum déposé

e Fd : Facteur de dilution

5.2.4. Purification

Les colonies bactériennes bien isolées de morphologie différentes sont repiquées sur les milieux
MRS et M17 liquide (voir I’annexe B) et solide pour I’obtention des colonies bien distinctes et
homogeénes. A 1’aide d’une anse de platine, une quantité de la culture du bouillon a été prélevé et
ensemencé par la technique des stries pour 1’obtention des isolats purs sur des boites contenant du
MRS et M17(Benslimane ,2019).
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Tml 1ml 1Tml 1ml 1ml 1ml
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< HIEHE - e

Echantillon de lait
(solution meére)

0.1ml 0.1ml
0.1ml

MRS M17 ML
Isolement des bactéries
Incubation a 30°C /37°C pendant 2dh a 48 h

Réensemencement dans le
<4——— | bouillon MRS

Ensemencement dans MRS gélosée par des stries

l Incubation a 30°C pendant24h a 48 h

. .

Coloration de Gram test de catalase et
observation microscopique

Figure 16 : Protocole d’isolement et purification des bactéries lactiques.

5.3.Pré-identification phénotypique des bactéries lactiques

L’identification des isolats lactiques a été menée par 1’étude de différents tests morphologiques
et physiologiques. Cette opération a éeté réalisée sur des colonies jeunes de (18-24h) et s’est
effectuée en deux étapes. Tout d’abord, des tests physiologiques comme la croissance a différentes
températures, a différents pH alcalin et a différentes concentrations de Na Cl, ainsi que des tests
biochimiques comme I’hydrolyse de [I’esculine, type fermentaire et la fermentation des

carbohydrates a I’aide des galeries API. Ces tests ont nécessité 1’utilisation de milieux spécifiques.
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La lecture est appréciée par la présence d’un trouble, dii a la croissance, dans le milieu liquide

(ketrouci, 2021).

a- Observation macroscopique : permet de déterminer I’aspect des colonies (la couleur, la
forme, 1’aspect et la taille des colonies).

b- Observation microscopique : 1’examen de préparation microscopique révélée par la
coloration de Gram est utilisé pour classer les bactéries selon leur Gram, leur morphologie

et leur mode d’association (leveau et al., 1991).
5.4.Coloration de Gram

Un frottis fixé & la chaleur est coloré pendant une minute au violet de gentiane, puis traité
pendant une minute par une solution de lugol ensuite il est rincé. On soumet alors le frottis coloré
a une ¢étape de décoloration en le traitant avec 1’éthanol a 95%. 11 s’agit de 1’étape critique : la lame
est maintenue inclinée et on fait couler le solvant sur le frottis pendant 2 a 3 secondes seulement
jusqu'a ce que le colorant cesse de s’échapper librement du frottis. Celui-ci est alors
immédiatement rincé a 1’eau. On soumet ensuite le frottis & une contre coloration de 30 secondes a
la fuchsine. Aprés un bref ringage, on seéche le frottis au buvard et on I’examine a I’objectif a
immersion (grossissement X 1000). Toutes les bactéries lactiques sont a Gram positif
(ketrouci,2021).

5.5.Test catalase

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

I’eau oxygénée selon la réaction :

Catalase

2H,0p @ —— 2H,0 + 0O,

Ce test a pour but de différencier les bactéries lactiques (catalase -) des entérobactéries
(catalase +). Une colonie est mise en suspension avec une ou deux gouttes de solution de peroxyde
d’hydrogéne (10 volumes) sur une lame. La réaction positive se traduit par un dégagement

immédiat de gaz (O2) (Bourgeois et al., 1980). Les bactéries lactiques sont a catalase négative.

E
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Figure 17 : Test de catalase des bactéries lactiques

6. Technique de conservation

Seules les bactéries a Gram positif et catalase negative ont été retenues. Apres la purification,

les isolats sont conservés par deux méthodes :
6.1.La conservation a courte terme

Les isolats sont ensemencés dans des tubes de gélose inclinée, apres I’incubation a 30°C, les

tubes sont placés a +4°C et les nouvellement se fait toutes les 4 semaines.

6.2.La conservation a long terme

Les cellules des isolats purifiés sont congelée a -20°C dans un milieu contenant 70% de lait
écrémé (enrichi par 0.05 % d’extrait de levure) et30% de glycérol (Samelis et al.,1994) apres la

centrifugation a 3000 tr/min pendant10min . La culture peut étre conservée plusieurs mois.

7. Etude des caractéristiques physiologiques et biochimiques
7.1.Croissance a différentes températures

Ce test est important car il permet de distinguer les bactéries lactiques mésophiles et
thermophiles (Leveau et al., 1991). Les tubes contenant des cultures jeunes sont incubés pendant
24h a 48h aux températures 10°C, 30°C et 45°C. La croissance est appréciée par I’apparition de

trouble.
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7.2.Test de la thermorésistance

Ce test permet de selectionner des espéces thermorésistantes. Des tubes contenant 10 ml de
MRS liquide sont inoculés par les souches isolées, ensuite les tubes sont déposés dans un bain
marie a 63,5°C pendant 30 minutes, apres refroidissement brusque, elles sont incubées a 30°C +
1°C pendant 48 heures a 72 heures. Un résultat positif se traduit par un trouble. (Rouisset et al.,
2006). Seules certaines bactéries lactiques sont thermorésistantes comme S. thermophilus, En.

faecalis, En. faeciumet Lb. bulgaricus. (ketrouci,2021)

7.3.Test de croissance a différents pH

Ce test permet d’apprécier I’aptitude des bactéries isolées a croitre a différentes valeur de PH
e A pH 9,6 pour les genres Streptococcus, Lactococcuset Enterococcussur
bouillon M17.
e A pH 4,5 pour le genre lactobacillussur bouillon MRSavec incubation a30°C et
40°C pendant 24h a 48h (Mechai, 2009).
La croissance est appréci¢ée par 1’apparition d’un trouble. (Bekhouche, 2006, Bourgents
etal.,1996).

Le pH est ajusté par 1’addition des solutions de NaOHet d’acide lactique. La croissance
bactérienne est appréciée par un trouble dans les tubes et par comparaison avec une culture réalisée
dans du MRS a pH 6.5 (Tahlaiti ; 2019).

7.4.Culture sur milieu hypersalé

La croissance en presence de différentes concentrations de chlorure de sodium(NaCl) donne des
renseignements précieux pour I’identification. Les cultures a tester ont été ensemencées sur des

bouillons hypersalés a 4% et 6,5% de Na CI. Aprés une incubation a 30°C et 45°C pendant 24h.

Ce test permet de séparer les lactocoques,streptocoques,des entérocoques (Devrise et al.,2002).

La croissance est appréciée par 1’apparition de trouble.
7.5.Type de fermentaire

Dans des tubes a essai on a versé un milieu MRS et entreposé des cloches de Durham pour
mettre en évidence la production de gaz .Ensuite on a ensemencé les souches. Les souches

homofermentaires vont produire 90% d’acide lactique et seulement 10% de CO2, par contre les

@
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souches hétéro fermentaires vont produire I’acide lactique et le CO2 proportions égales. (Carr et
al.,2002).

7.6.Hydrolyse de I’esculine

L’hydrolyse de I’esculine rompt la liaison glucosidique et libére du glucose et de 1’esculine qui
donne une coloration noire en présence de citrate de fer ammoniacal. Répartir le bouillon
d’esculine en tubes a essai a raison de 10ml par tube. Aprés ensemencement, on incube a 30°C
pendant 48 a 72 heures. Un résultat positif se traduit par un noircissement du milieu. Pour les
bactéries a esculine négative le milieu reste inchangé bien qu’il y a une croissance bactérienne
(Ketrouci,2021).

8. Identification des bactéries lactique par la galerie APl 50CHL

Les galeries APl 50 CHL (BioMeérieux, REF 50 300, France) permettent une identificationdes
bactéries lactiques au niveau de I’espéce et méme parfois de la sous-espece sur la basede la

fermentation de 49 sucres différents.

La galerie API 50 CHL est constituée de 50 micros tubes permettant 1’étude de la fermentation

de substrat, appartenant a la famille des hydrates de carbone et dérivés
(Hétérosides, polyalcools, acides uroniques).
Préparation des galeries
Chaque galerie est constituée de 5 bandes comprenant chacune 10 tubes numérotés.
e Préparer une boite d’incubation (fond et couvercle).

e Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite.

e Répartir environ 10 ml d’eau distillée ou déminéralisée dans les alvéoles du fond pour

créer une atmosphere humide.

e Sortir les bandes de leur emballage, séparer en deux les bandes 0-19 et 20-39 et

lesdéposer dans le fond de la boite d’incubation.

e Compléter la galerie avec la bande 40- 49.

j
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Préparation de I’inoculum :
e Cultiver les bactéries sur un milieu adapté a sa croissance.

e Apres 24 h d’incubation, la culture est récupérée par centrifugation a 3100 tr/mnpendant

10 mn, le culot est rincé 2 fois a 1’eau physiologique stérile.
e Préparer I’inoculum dans le milieu de I’API 50 CHL.
Inoculation des galeries :

Répartir la suspension bactérienne a 1’aide d’une pipette stérile dans les 50 tubes de la galerie en

se conformant aux précautions suivantes :
e Incliner l1égerement vers I’avant la boite d’incubation.
e Eviter la formation de bulles en posant la pointe de la pipette sur le c6té de la Cupule.

e Lorsque les tubes doit étre inoculés, les cupules sont remplie avec de 1’huile de Paraffine

stérile.
e Incuber les galeries a la température optimum de croissance de bactéries étudiées.

Durant la période d’incubation, la fermentation des sucres est indiquée par une couleur jaune
exceptée pour I’esculine (brun foncé). Les résultats sont lus a 24 h et vérifiés apres48 h

d’incubation.

L’interprétation des résultats peut se faire par le logiciel Api Web (BioMérieux) pour identifier

les bactéries lactiques (voir annexe D) (Belarbi,2010).

@
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Figure 18. Les galeries AP1 50 CHL
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1. Résultats

1.1.Etude physico-chimique du lait

Les résultats des analyses du lait de vache collecté ont pour but de déterminer la qualité de ce

dernier.

Tableau IX . L’analyse physico-chimique de lait de vache

Les parameétres physico-chimiques Echantillons
PH 6,62
Acidité Dornic D 19
Point de congélation FP -0,523
Température T 28,6
Matiére grasse F 2,89
Matiére minérale C 5,58
Matiére séche S 9,62
Protéine P 2,95
Taux de sel S° 0,64
Lactose L 4,50
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1.2. Les analyses microbiologiques
1.2.1. lIsolement des bactéries lactiques

Les colonies des bactéries lactiques ont été isolées a partir du lait de vache. Pour I'obtention des
isolats lactiques, nous avons opté pour une approche phénotypique basée essentiellement sur

I'aspect macroscopique et microscopique des colonies ensemencées sur gélose MRS et M17.

Figure 19 :Aspect macroscopique des colonies d’isolats lactiques isolées sur gélose MRS.

E
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Figure 20 : Aspect macroscopique des colonies d’isolats lactiques isolées sur gélose M17.

1.2.2. Denombrement des boites exploitable

Les dénombrements des bactéries lactiques isolées a partir de lait de vache de la région d’Oued

Rhiou ont été effectués selon de (Joffin et leyral, 2006). Le nombre moyen de bactéries lactiques
varie entre 1.28 x 10°4 1.7 x 10'sur milieu solide MRS et varie entre 1.92x10° UFC/g &
4x10"UFC/g sur milieu solide M17.

Les résultats sont indiques dans les tableaux ci-dessous :

Tableau X. Dénombrement des bactéries lactiques sur milieu MRS

Dilution 1/100=107 1/1000=10" 1/10000=10"* 1/100000=10"
Facteur de dilution 102 10° 10* 10°
Nombre
128 88 38 17
d’UFC comptées
Cn ™ : suspension) 1.28 x 10° 8.8 x 10° 3.8 x 10° 1.7 x 10’
V=0.1ml

Tableau XI : Résultats des profils fermentaire des bactéries lactiques sur la galerie AP1 50 CHL.

Dilution 1/100=1072 1/1000=10" 1/10000=10* | 1/100000=10"
Facteur de dilution 10° 10° 10” 10°

Nombre d’UFC comptées 192 180 98 40

Cn (cellules : suspension) 1.92x10° 1.8x10° 9.8x10° 4x10’

V=0.1ml

1.3.Purification des isolats

La purification des isolats a été établie par la réalisation des subcultures sur milieu MRS solide

par la méthode des stries jusqu’a 1I’obtention des colonies bien distincte et homogéne.

j



Chapitre Il : Résultats et discussion

La purification a permis d’obtenir de 12 isolats lactiques.

Figure 21 : Aspect macroscopique d’isolat aprés purification sur milieu MRS solide.

1.3.3. Pré-identification des isolats

+ Examen macroscopique
Lfobservation macroscopique des cultures en milieu solide a révélé plusieurs aspects
morphologiques des colonies.
- Des colonies circulaires, blanchatre, bombées, a contour régulier et de méme taille.
- Des petites colonies lisses, arrondies de couleur créeme.

- Grosses colonies irréguliéres de couleur créeme.

,”"‘" . ‘

Figure 22 : Aspect macroscopique de deux isolats purifié sur milieu MRS solide.

E
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+ Examen microscopique
L’observation microscopique des caracteéres culturaux montre la forme, le mode d’association

et la pureté des isolats.

Ces colonies se sont distinguées par deux formes coques (58.3%) et bacilles (41.6%).

Figure 23 : Aspect microscopique des isolats aprés la coloration de Gram (x100)

A : bacille ;B : coques

Tableau XI1: Criteres morphologique des bactéries lactiques isolées a partir de lait de vaches

Code de souche | Gram catalase Forme Mode
d’association

AR01 + - Bacille En chaine et en
diplo

ARO02 + - Bacille En chainettes

ARO03 + - Bacille En chainettes

AR04 + - Coques En chainettes

ARO05 + - Coques En amas

AR06 + - Bacille En amas
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ARO7 + - Bacille En chaine et en
diplo

AR08 + - Coques En chaine et en
diplo

AR09 + - Coques En chainette

AR10 + - Coques En chainettes

AR11 + - Coques En chainettes

AR12 + - Coques En diplo

AR : ARNOUZE (la ferme)
01, 02, 03...12 : numéro d’isolat.
1.4.Etude des caractéristiques physiologiques et biochimiques
1.4.1. Croissance a différentes températures
Ce test permet de distinguer entre la flore mésophile et thermophile.
A 37°C : toutes les bactéries se développent a cette température.

A 45°C et 10°C: la majorité des bactéries sont capable de se développer a ces températures
indiquant qu’elles sont thermophiles a I’exception des isolats numéro 09,10 etllqui sont

mésophiles.

Tableau XI11. Résultats de test de croissance a différentes températures

Températures
Echantillons 10°C 37°C 45°C
ARO1 +/- + +
ARO02 +/- + +
ARO3 +/- + +
AR04 + + +
ARO05 + + +
ARO06 + + +
ARO7 +/- + +
AR08 +/- + +
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ARO09 + + -
AR10 + + -
AR11 + + -
AR12 + + +

AR : ARNOUZE + : réaction positive
01, 02, 03...12 : numéro d’isolat.

1.4.2. Test de thermorésistante

- : réaction négative  +/- : faible croissance

L’exposition des isolats a une température de 63.5°C pendant 30 min permet de révéler que la

majorité des isolats ne supportent pas cette température a 1’exception des isolats 01, 02, 04 05 et

12.

Tableau X1V : Résultats de test de thermorésistante.

Echantillons Thermorésistante 63.5°C
AR 01 +
AR 02 +
AR 03 -
AR 04 +
AR 05 +
AR 06 -
AR 07 -
AR 08 -
AR 09 -
AR 10 -
AR 11 -
AR 12 +

AR : ARNOUZE (la ferme)

01, 02, 03...12 : numéro d’isolat.

1.4.3. Test de croissance a différents pH

La majorité des isolats ont poussé dans un milieu acide (pH 4.5) excepté les isolats 05, 09, 11,

12 et par contre on a noté une croissance chez seulement 50% (6/12) isolats dans un milieu alcalin

(PH 9.6)




Chapitre Il : Résultats et discussion

Tableau XV : Résultat du test de croissance a différents pH

pH

Echantillons 9.6 4.5
AR 01 - +
AR 02 - +
AR 03 - +
AR 04 + +
AR 05 + -
AR 06 - +
AR 07 - +
AR 08 - +
AR 09 + -
AR 10 + +
AR 11 + -
AR 12 + -

AR : ARNOUZE (la ferme)

01, 02, 03...12 : numéro d’isolat.

1.4.4. Culture sur milieu hypersalé

Les résultats des tests montrent que tous les isolats ont pu croitre en présence de 4% et 6.5% de
NaCl a I’exception des isolats 06 (4%), 01, 02 et 08 (6.5%).

Tableau XVI : Résultats du test de culture sur milieu hypersalé

NaCl
Echantillons 4% 6.5%
AR 01 + -
AR 02 + -
AR 03 + +
AR 04 + +
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AR 05 + +
AR 06 - +
AR 07 + +
AR 08 + -
AR 09 + +
AR 10 + +
AR 11 + +
AR 12 + +

AR : ARNOUZE (la ferme)
01, 02, 03...12 : numéro d’isolat.
1.4.5. Type fermentaire

Ce test constitue la premiere clé d'identification phénotypique des bactéries lactiques Ce test a

permis de différencier entre les isolats hétérofermentaires et homofermentaires.
Ce test a permis de sélectionner 3 isolats hétérofermentaire AR01, ARO2 et AR0A4.
Toutefois le groupe homofermentaire est prépondérant dans les cultures de nos bactéries lactiques.

Tableau XVII: Résultats du test de type fermentaire

Echantillons | ARO1 | ARO2 | ARO3 | ARO4 | AR05 | ARO6 | ARO7 | AR08 | ARQO9 | AR10 | AR11 | AR12

Type hétéro | hétéro | homo | hétéro | homo | homo | homo | homo | homo | homo | homo | homo

fermentaire

AR : ARNOUZE (la ferme)
01, 02, 03...12 : numéro d’isolat.
1.4.6. Hydrolyse de I’esculine

L’hydrolyse de I’esculine se traduit par un noircissement sur milieu a esculine gélosé. Nous
remarquons que tous les isolats se sont révélés positifs a ce test a I’exception d’AR 01, AR 06,
AR 07.
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: Résultats de I’hydrolyse de Iesculine

Tableau XVIII
Echantillon | ARO1 | ARO2 | ARO3 | AR04 | ARO5 | AR06 | ARO7 | AR08 | AR09 | AR10 | AR11 | AR12
L’esculine | - + + + + - - + + + n ¥

AR : ARNOUZE (la ferme)

01, 02, 03...12 : numéro d’isolat.

Figure 24 : Résultats des tests physiologiques et biochimiques réalisés aprés incubation

A-Test de thermorésistance.

B-Test de milieu NaCl 6,5.

C-Test de milieupH9, 6.
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D-Test d’esculine.
1.5.1dentification par les galeries API

Les galeries API 50 CHL a été utilisé pour déterminer la production d’acide a partir des

hydrates de carbone des microorganismes et pour 1’identification de nos isolats.

L’identification par la galerie API 50 CHL est faite pour confirmer les profils obtenus avec les
résultats des tests physiologiques et biochimiques.

Les résultats des méthodes phénotypiques appliquées pour I’identification des isolats sont

regroupes dans le tableau 19.
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Thermo
pH - , Type
NaCl résistanc | Température )
. Catal fermentaire )
Echantillon | Gram Forme e Esculine [Le genre
ase
10 45°
4% |6,50% 96 (45 |635°C 37°C
ce C
AR 01 + - Bacille |+ - - + + + - |+ + Hétero+ - Lactobacillus
AR 02 + - Bacille |+ |- - + + + - [+ +  |Hétero + + Lactobacillus
AR 03 + - Bacille |+ + -+ - + - |+ + Homo + Lactobacillus
AR 04 + - Coque |+ + + + + + + + Hétero + + Leuconostoc
AR 05 + - Coque [+ + + - + + |+ + Homo + Enterococcus
AR 06 + - Coque |- + - + - + + - Homo + Enterococcus
AR 07 + - Bacille |+ + - + - + - |+ + Homo - Lactobacillus
AR 08 + - Bacille |+ - - + - +/- |+ + Homo + Lactobacillus
AR 09 + - Coque |+ + + - - + |+ - Homo + Lactococcus
AR 10 + - Coque |+ |+ + |+ - + |+ - |Homo + Lactococcus
AR 11 + - Coque |, |+ + |- ; + |+ - |Homo + Lactococcus
AR 12 + - Coque |, |+ + |- + + |+ + |Homo + Entérococcus

Tableau XIX : L’identification des bactéries lactiques par galerie API 50 CHL

E
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Figure 25 : Résultats des profils fermentaire des bactéries lactiques sur la galerie API 50 CHL.

AR 01: Lactobacillus.

AR 04 : Leuconostoc.

AR 09 : Lactococcus
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2. Discussion
2.1.Propriétés physicochimiques de lait de vache

Les parameétres physico-chimiques de lait de vache collectés ont pour but de déterminer la

qualité de ces derniers.

Du point de vue physique, le lait présente une hétérogénéité, puisque certains composants sont
dominants sur le plan quantitatif, ce sont l'eau, la matiére grasse, les protéines et le lactose. Les
propriétés physiques comme la densité, le potentiel d’hydrogene et le point de congélation

dépendent de I'ensemble des constituants (Mathieu, 1998).

Les analyses ont été effectuées selon les normes Algériennes (NA) décrites par le ministére du

commerce.

La valeur recueillie lors de cette mesure donne une moyenne de pH pour I'échantillon de lait de

vache qui est de 6,62, donc on peut dire que d’aprés nos résultats, notre lait est conforme aux

normes (FAO, 2006) 6,6<pH<6,8.

Selon Alais ;1984, le pH n’est pas une valeur constante et peut varier selon le cycle de lactation
et sous I’influence de I’alimentation. Dans le cas ou le pH est inférieur a la norme cela indique une

acidification du lait, qui peut étre due a un stockage inadéquat (Diao, 2000).

L'acidité du lait de vache est de 19°D, selon le J.ORA (2017), cette valeur est légérement

supérieure a celle du lait normal (15-18°C).

D’aprés Mathieu, 1998, les variations de 1’acidité titrable sont liées au climat, au stade de
lactation, a la disponibilité alimentaire, a I’apport hydrique, a I’état de santé des vaches et aux
conditions hygiéniques lors de la traite. Selon ces mémes auteurs, 1’acidité dépend aussi de la flore

microbienne totale et de son activité métabolique, ainsi que de la manutention du lait.

Les résultats du dénombrement des colonies obtenues montrent la prédominante des bactéries

sur milieu M17 par rapport sur milieu MRS avec des valeurs de I’ordre de 1.28 x 10°3 1.7 x

10sur milieu solide MRS et varie entre 1.92x10° UFC/g & 4x10”UFC/g sur milieu solide M17.

Notre résultat peut étre expliqué selon Bouabellou et Bouzzenir, 2018 par la sélectivité des

milieux utilisés, MRS spécifiques aux lactobacilles et M17 spécifique aux lactocoques.
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2.2. Isolement et identification des bactéries lactiques

Dans un deuxiéme temps nous nous sommes dirigés vers 1’objectif de notre étude qui est

I’isolement et I’identification des bactéries lactiques.
Les isolats des bactéries lactiques ont été isolés a partir du lait de vache. On a obtenu 12 isolats.

Les milieux de cultures a été effectué sur le milieu MRS et M17, doivent étre trés riches en

sucres, en matiéres azotées et surtout en facteurs de croissance (Pilet et al.,2005).

L’observation microscopique a révélée deux formes de cellules Coques et Batonnets, disposees

par paire (diplocoques), en chainettes et en amas.

L’étude des principaux caractéres morphologiques, biochimiques et physiologiques ont montré

une diversité de genres isolés a partir du lait de vache.

Les résultats d’identification de cette étude montrent une présence majoritaire de coques avec
58.3% (7/12) par rapport aux bacilles qui sont a des pourcentages de 41.6% (5/12). Le méme type
de résultats est apporté par Franciosi et al. ; 2009 ; Cheriguene. 2008 ; Bekhouche. Boulahrouf.
2005 et Kacem et al.,2002.

Les especes lactiques de lait de vache sont tres variées. Notre présente étude a permis d’isoler et
identifier 12 souches ont été rattachés a 4 groupes de bactéries lactiques réparties essentiellement
entre de lactobacilles (5 souches, 42%) la méme constatation a été mentionné par
Benslimane,2019, et de lactocoques (3 souches, 25%) et de enterocoques (3 souches, 25%) et de
leuconostoc (1 souche, 8%), Nos résultats concordent avec ceux de (Bekhouche et Boulahrouf,
2005).

Une étude similaire a démontré la présence de différentes especes de bactéries lactiques
appartenant aux genres lactobacilles, Leuconostoc, Enterococcus et Lactocoques dans le lait de
vache (Lairinietal., 2014).

Le test de la dégradation des carbohydrates par les galeries APl 50 CHL a été étudié est
confirmer les résultats des tests physiologiques et biochimiques des isolats et pu identifier les

genres des bactéries lactique isolées.




Conclusion



A travers cette étude, nous avons apporté une contribution a 1’isolement et I’identification des

bactéries lactiques autochtones isolée de lait de vache issu de la région d’Oued Rhiou.

Notre étude nous a permis d’isoler 12 souches lactiques que 1’on a purifiées et identifiées par les
méthodes biochimiques et physiologiques et complétée par les tests de fermentations des sucres a
’aide de galerie API 50 CHL avec I’utilisation des milieux spécifiques des bactéries lactiques.

Les résultats obtenus nous ont permis de répartir les souches en quatre (04) genres : Lactobacillus

(42%), Lactococcus (25%), Enterococcus (25%) et leuconostoc (8%).

Cette étude préliminaire mérite d’étre complétée par d’autres telles que la mise en évidence de
I’aptitude technologique de nos souches (étude de pouvoir acidifiant, protéolytique et lipolytique)
ainsi que I’étude de propriétés probiotiques et 1’antagonisme entre les souches identifiées.
Cependant ; cette étude peut étre complété par une identification moléculaire comme le
séquencage d’ARNI16S.
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Annexe A':
Les milieux de culture

Milieu MRS: (PH 6,5). Eau distillée gsp 1000ml

Peptone 10g
Extrait de viande 10g
Extrait de levure 59
Glucose 209
Tween 80 Iml 29
Phosphate dipotassique 29
Acétate de sodium 59
Citrate d'ammonium 29
Sulfate de magnésium, 7 H20 0,29
Sulfate de manganese, 4 H20 0,59

Pour obtenir un milieu solide on ajoute l'agar-agar Agar 18g Stérilisation par autoclavage a
120°C pendant 15 min (Meghoufel,2019).

Milieu M17: (pH 7,1). Eau distillée gsp 1000ml

Extrait de levure 2,5¢
Extrait de viande 5¢
Tryptone 59
Peptone papainique de soja 2,59
Peptone pepsique de viande 5¢
Acide ascorbique 0,59
Lactose 59
Glycerophosphate de sodium 19¢
Mg SO4 0,259

Pour obtenir un milieu solide on ajoute l'agar-agar Agar 18g Stérilisation par autoclavage a
120°C pendant 15 min (Meghoufel,2019).

E
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Annexe B:
Les bouillon

Bouillon MRS (Man, Rogasa et Sharpe)
- Peptone
- Extrait de viande
- Extrait de levure
- Glucose
- Tween 80
- Phosphate bipotassique
- Acétate de sodium
- Citrate d'ammonium
- Sulfate de magnesium
- Sulfate de manganes
- Eau distillée gsp

e Le milieu est stérilisé & 121°C durant 15 min.(Ketrouci,2021)
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Lactoscane

Autoclave ;

bec bunsen ;

bain marie ;

balance de précision ;
microscope optique ;
PH metre ;
Réfrigérateur ;

Micropipettes ;

Annexe C:

Appareillage

Agitateur électrique
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Annexe D :

Les galeries AP1 50 CHL

OTOASF - FR - 2002111
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Ndentificstion des Sacllus o appwentés, des 1 SBE L-SorBosE 14
Entercbactoriaceae o Vibrdonsceaa. La hste compidie T A L RiAmnose 1,36
des baciries qui est possible didentifisr avec ce T DU DUlcial 1,36
systéme est présente dans le Tableau didentification en 7 ND NOsiol 14
fin de notice des miieux assOcis. 8| wAN D MANOBo! 136
PRINCIPE 16 SOR D-SORviol 1,36
Lz galerie AP 50 CH est constitude de 50 microbbes  gonde 2029
permettant létude de I fermentation de substrat, oTE
appanenant & la famille des hydrates de carbone =t Tube | Test Composants actifs
dérives (hétérosides, polyalcools, acides L'q&ﬂ-
Les tosts de formentation sont inocuiés avec APY 50 CHL ;’ %M+
Madium ou API 50 CHE/E Medium (ehydrate les Mégyt-aD-Glucopyranceide
iy il 2 | NAG | WNAkipGucossmine | 128
Durant la péciode d'ncubation. la formentation se traduit 23 | AMY AMvodalne | 108
par un changement de couleur dans ke tube, d) & une 4 ARS ARButine 1,08
production dacide en anadroblose révélée par Nindicateur 2% 50 ESCuline 1,16
de pH du milieu chowi, Le premier tubo, sans principe citrate de ler 0.152
actt, sent de 1emoin negati! 2 | sa SALicine 1,04
NOTE : La galerie API 50 CH otra utlisés CLA = D-CELiobiose 132
md:‘nmm s ik 28 | ML _D-MALiose 14
- foxydation se lradulsart par un changement de 2 | LAC | D-AClose (origine bovine) 14
coulour dans la cupule, ¢t & une production d'acide en
abrobiose réveibe par Tindicatear de pH du mileu choist. _Bande 30 - 39
- fassimilation se taduisant par une croissance du QrE
microorganisme dans s cupule quand lo subsirat est | TVO* Tast Composaris actis
utiisé comme seule sourcs de carbone présente 0 | MEL DMELibioss 132
Dans o8 cas, e mileu employé pour fMinoCutation des 3 SAC D-SACcharose 1,32
galeries doit Mre choisi en fonction du métabolisme el des | 33 TRE D-TREhalose '!'—!
exigences du groupe microblan étudkés (voir paagraphe 0 NU NUline 1.28
). M| wz D-MalLaZiose 1,32
PRESENTATION (Cofret de 10 tests) B DRAF Do 150
-:gm::mdm 3% LT XyliTel 14
N fiches ¢aullats o
- 1 notice 39 | GEN GENvobiosa 5
COMPOSITION DE LA GALERIE st -
La composition de la galerie API 50 CH ost roportée dans Tube | Test Composants actits (mgleup) |
la Iste des tests G-dessous
|40 | TUR D-TURsnose 12
Bande 0 - 41 LYX DL YXose 14
- - 4 | TAs D-TAGatose 14
Tube | Test Composants actits 43 DFuC D-FUCose 128
4 | LFuC L-FUCose 120
e TEMON = 45 | DARL D-ARSbAOL. 14
; g; %:—f.u‘ :‘:: w6 | LARL LARabhoL 14
a7 i1 1
3| DARA D-ARAbinoss 14 = o _patasshumn GlucohisTe z:;
4 LARA L-ARADNOM 14 —‘—‘-—v-— 1.0
5 RE O-Riose 14 o0 |
L] oxXYL D-XYLose 14 Les quantités peuvent étre ajustéos en fonction
7 LXYL L-XYLose 1.4 dos tires des matidres
a ADO O ADOneol 1.3
L] Mox MWthyh 4D Xytopyraowde | 128 |
DioAbre® sa  Francals - |
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Les Annexes

ap® 50 CH

CTOASF - FA - 200011

REACTIFS ET MATERIEL NECESSAIRES MAIS NON
FOURNIS

Réactits :
- Millou dinoculation
AP 50 CHL Medium (Ref. 50 410)
AP 50 CHB/E Medium (Réf. 50 430)
(+ produits mentionnés dans les nolices de ces
milkeux)
ou autre milieu adaplé
« Huile de paraffine (Rét, 70 100)
« McFartand Standard (Rél. 70 800) ou
DENSIMAT (Réf, 89 234) ou Densitométre ATB®
« Logiciel didentification (consuller bioMéreux)
Matdriel :
- Pipatias ou PSipeties
Portolr pour ampoules
Protége-ampoules
Ecouvilions
Equipement géndral de laboratoke de bactériologle

PRECAUTIONS D'UTILISATION

« Pour diagnostic in vitro et pour contrdle micro-
blologique.

« Pour usage professionnel uniquement.

* Ca coffrel contient des composants dforigine animala,
La malirise de forigine etlou de l'état sanitalre des
animaux ne pouvant gerantic de fagon absolue que ces
prodults ne contlennent aucun  agent  pathogéne
tranamissible, Il est mcommandéd de les manipuler avec
les  précautions  dlusage  relatives  sux  prodults
mmlmm nfectieux (ne pas ingérer; ne pas

-Lammmumw
ensemencds doivord dre connidérds comme polen-
fiellement infectioux of doivent &tre manipulés de fagon
appropriée par un personnel compétent of averti. Les
nchniques asepliques el les précautions usuclies do
manipulation pour la groupe bactérien éludid doivent
e respectées fout au long de la manipulation | se
réferer @ "NCCLS M20-A, Prolection of Labornlory

U}

(CDC) 93-8305, 3rd Edition (May 1603)" whb
régiementation en vigueur dons le pays d'ulilisation.

« Ne pas uliliser los réactifs aprés la dato de péremption.
« Avant utlisation, s'sssurer de I'niégrité de Femballage
des différents composants.

* Ne pas utiiser de galeries ayant subl une aliération phy-
sique : cupule déformée, sachet déshydratant ouvert, ..
ommmm-mum
indiquée dens cefle notice. Toule déviation

méthodologle paut altérer les résultats,

* Linterprétation des résultats du lest doit dtre falle en
tenant compte du contexte clinique ou autre, de Forigine
du prélévement, des aspects macro et microscoplques
de la souche of éventuslloment des rédsultats d'autres
tests, on porticulier de antiblogramme.

CONDITIONS DE STOCKAGE

Les galeries so conservent & 2-8°C jusqu' ln date limite
dullisation indiaude sur Famballage

ECHANTILLONS (PRELEVEMENT ET PREPARATION)

AP| 50 CH ne doil pas e utilisé directoment & partir dos
privlévements dongine clinique ou autre

Les microorganismes & identifier doivent dans un premier
tomps Btre isolés sur un mileu do culture adaplé selon les
lechniques usuelles de bactériologie

Selon le milieu wlilisé, AP 50 CHL Medium ou API
50 CHBIE Medium, lire attentivement la notice
correapondante,

Préparation des galeries

Chaque galerio est constituée do 5 bandes compranant
chacune 10 tubas numérotds,

« Védifior la purete do la souche

« Récolter csltte culture par écouvilionnage d'un milley
solide, ou par centrifugation dun mikeu liquide

* Préparer Minoculum dans le miliey approprd  (voir
nafices API 50 CHL Madium ot AP| 50 CHB/E Medium)
Celle suspension doil Atre ulilisée sxdemporanément,
Inoculation des galeries

Réputic ln suspension baclérienne & laide d'une pipetie
stérile dans les 50 tubes de Ia galerie on se conformant
Aux précautions suivanies |

« Incliner iégérement vers favant la bolte dincubation

« Eviter la formation de bulles en posant la polnie de
pipetio sur o cdté de la cupule.

« Lomgue lo tube seul dolit #ite Inoculd, ne pas dépasser
la limite supérioure du tube afin de conserver une bonne
anadrobiose

« Lorsque le tube et la cupude doivent btre complétement
remplis, éviter la formation dun ménisque concave ou
convexe,

.mhmt‘:mlmmﬂ
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Les Annexes

LECTURE ET INTERPRETATION

Lecture des galories

La locture des galerdes est rdalsée & des temps
dincubation définis (24 H, 48 H par exemple), dépendant
du microorganisme of du type de réaction étudié.
Interprétation

Interprétor chaque lost (positif (+), négatif (-), douteux (7))
ot les noter sur la fiche de résultats.

Le profil blochimique ainsl constitué sort & Identification

des Lactoboclius et apparentés, des Bacllus ot
, des Enlecobacterfacense ot Vibrionaceae, A

I'side du logiciel d'identification

NOTE : Autres exploitations possibles des réaultats

« Typage épidémiclogique de microorganisme.

+ Analyse taxonomique d'un groupe de microorganismes

» Classification dune population bactérenne Inconnue en

groupes homogénes

CONTROLE DE QUALITE

Les galeries font fobjet de contrbles de qualité systématiques aux différentes Mapes de leur fabrication. Un contrile
bactériologique dos tosts da la golerie et de plus réalisable par Fulilisateur .

Pour Lactobacilus © avec la souche Lactobacilius paracasel wsp paracasel NFCB 206 ou ATCC BAA-52 (avec AP 50

CHL Modum)

Lol 1] 2] ] ] s] o] 1] o] 8] 0] o] =f vf ] o] | ] | ] 2 2] 2] ] 0] 5] ] ] ] o o] | ] ] | ] ] ] | ] ] 0| ] o] | ] ] | 0] ]
q...‘.¢....oo....v.qy.".vqyyq.-ooo'.....' o L]l |-
i.....o....oeoo.-o.oo.o.votooo N viel |

Pour Bacillus . avec la souche Bacillus polymyxa (*) ATCC 43865 (avec API 50 CHB/E Medium)

{of 1] 2] 2]« o] o] 7] ] o] ol ] of of w of ol o] of o 2] 21| 2 24 xf ] 2 | o af o 0] ] o] ) ] ] 9] m{ o o} o] ] ] ] ] ] ] ]
i.o..o o..v¢¢o+.vl..o. BB RerEeeerLnEnEn e
q-o--000--00000-vlo-0--0~00~0000000v0*00 e

(*) Bacillus polymyxa identifié & Paenibaciliua polymyxa sur API 50 CH et API 50 CHB/E Medium

Résultats obtenus aprés incubation & 30°C.

Pour Enterobactenacese : avec ln souche Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae ATCC 35657 (avec AP| 50 CHB/E

Meodium)

{of 1] 2] 3] ] o] o] 7] o] 8] o] v o] of W] 6] v] o] o 6] 2| 2]

21| 2] 2| 7| 2{ ] | 2] 2| ©f 3 5] 3] ] 9] =] o 0 <] 0] | 2] ] <[ &)

B R RN R R R AR B R R e RnE AR R R L EREEE

j-0<v000.o.0000.0.090.00v000000000--00--0v---00.00.

ATCC ©  American Type Culture Collection, 10801 University Bowlovard, Manassas, VA 20110-2200, USA
NCFB © Mational Collection for Food Bacteris (*NCDO), Institule of Food Research, Reading Laboratory, Earley Gate, Reanding

RG6 6BZ. ENGLAND

Il est de la responsabiité de lutllisatour de s'assurer que la contrblo de qualté ost mis en oeuvre conformément & la

logisiation locale en vigueur,

LIMITES DU TEST

« Toute identification d'espéces non réperioriées dans les
bases de données APl 50 CHL ot APl 50 CHBVE est
sous la responsabling de I'utiisateur

* Seules des cultures pures contenant un seul type de
microorganisme dolvent étre ulilisées.

RESULTATS ATTENDUS

Se référer aux Tableaux didentification des milieux
nssociés & cette galone pour les résultats atlendus des
différentes réactions biochimiques.

PERFORMANCES

Se référer aux performances des milieux associds & colle
galerie.

ELIMINATION DES DECHETS

Il incombe & chaque laborstolre de gérer les déchels et
les effluents quil prodult selon leur nature ef leur

, el den assurer (ou faire assurer) le
fraitement at Félimination selon les réglementations
applicables
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