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Résumé :

Les bactéries lactiques ont acquis une grande importance par leur présence dans
I’industrie agro alimentaire et ce depuis longtemps.

L’isolement des souches lactiques a partir de trois échantillons de lait cru de chévre
provenant de trois régions situées dans la wilaya de Mostaganem, nous a permis d’obtenir 20
souches a Gram positif et catalase négatif.

Pour I’identification des especes, nous sommes bases sur les tests suivants : Croissance en
présence de NaCl : 6,5% ; croissance en a pH=5, pH=6.5 et pH 9.6 ; test de croissance des
différentes températures (22C°, 30C°, 45C°) ; étude de la thermorésistance ; test de croissance
en milieu lait de Sherman; test d’hydrolyse de I’arginine (ADH); test de production
d’acetoine; test de type fermentaire. Le test de fermentation des sucres en utilisant la galerie
Api 20 Strep a permis d’identifier 20 isolats. Ces isolats ont été affilies a sept genres
bactériens comme suit :

Lactobacillus delbrueckii (6)

Lactobacillus fermentum (2)

Streptococcus thermophilus (1)

Streptococcus mitus (4)

Enterococcus durans (4)

Lactococcus lactis subsp lactis biovae diacetylactis (2)
Pediococcus faecalis (1).

Les résultats des tests technologiques des souches sont satisfaisants en vue une utilisation
dans I’industrie alimentaire. Les souches étudiée présente a bon pouvoir protéolytique.
Cependant, elles ne produisent pas du dextrane sur milieu MSE. Les souches ont une

cinétique de croissance et d’acidification dans le lait écremé a 37°C.

Mots clés : bactéries lactiques, lait cru, chévre, caractérisation phénotypiques et
technologiques.
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Lactobacillus fermentum (02)
Streptococcus thermophilus (01)
Streptococcus mitis (04)
Enterococcus durans (04)

Lactococcus. Lactis subsp lactis biovae diacetylactis (02)

Pediococcus faecalis (01)
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Summary:

Lactic acid bacteria have acquired great importance by their presence in the food
industry and for a longtime.
Isolation of lactic strains from three samples of raw goat's milk from three regions in the
wilaya of Mostaganem, allowed us to obtain 20 strains to Gram positive and catalase
negative.
For identified the bacterial genera, we are use this tests : Growth in the presence of NaCl
6.5%; growth at pH =5, pH = 6.5 and pH 9.6; growth test different temperatures (22C°, 30C°,
45C°); study of heat resistance; growth test in mid milk Sherman; test hydrolysis of arginine
(ADH); test production of acetoin; fermentative type of test. The fermentation test sugars
using the gallery 20 Strep identified 20 isolates. These isolates were affiliated to seven
bacterial genera as follows alleged:
Lactobacillus delbrueckii (6)
Lactobacillus fermentum (2)
Streptococcus thermophilus (1)
Streptococcus mitus (4)
Enterococcus durans (4)
Lactococcus lactis subsp lactis diacetylactis biovae (2)
Pediococcus faecalis (1)
The results of technological test are satisfactory for industrial use. The strains present a
good proteolytic activity. However, they do not produce dextrane on MSE medium. Strains

have a kinetics growth and acidification in skim milk at 37°C.

Keywords: Lactic acid bacteria, raw milk, goat, phenotypic and technologic characterization.




Liste des abréviations :

e G+ C: Guanine+ Cytosine

e °C: Degre Celsius

e CO2 : Oxyde de carbone

e pH : potentiel Hydrogéne

o ml : millilitre

o |:litre

e Q:gramme

e H:Heure

e NacCl : Chlorure de sodium

e MRS : Man-Rogosa et Sharp
e S:seconde

e min : minute

e ADH : Arginine Dihydrolase
e ADN : Acide Désoxyribonucléique
e ARN : Acide Ribonucléique
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e ug: microgramme
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e BL.: bacteérie lactiques

e FAO: Food Agriculture Organization
e NaOH:Hydroxyde de sodium
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Introduction :

Le lait est un aliment dont la durée de vie est trés limitée. En effet, son pH, voisin de la
neutralité, le rend tres facilement altérable par les microorganismes et les enzymes. Sa
richesse et sa fragilité en font un milieu idéal de reproduction pour nombreux micro-
organismes tels que les moisissures, les levures et les bactéries. On peut y trouver différentes

bactéries soit les bactéries lactiques, pathogénes, ou bactéries de pollution.

Le lait de chevre joue un role essentiel dans la vie des communautés ruraux, que ce soit sous
sa forme crue ou transformée (Raib, Lben «laits fermentés traditionnelles locales» et Jben
«fromage frais traditionnel local»). Dans ces produits, la fermentation est spontanée obtenue

par la flore lactique naturelle (Badis et al, 2004).

Les bactéries lactiques présentent un grand intérét dans I’industrie. Elles sont largement
utilisées dans I’élaboration des produits alimentaires par des procédés de fermentations
lactiques. Les bactéries lactiques assurent non seulement des caractéristiques particuliéres
d’ardmes et de texture mais aussi une bonne securité sanitaire alimentaire. Cette sécurité est
favorisée grace a la production d’acides organiques (acides lactiques et acétiques) qui font
baisser le pH dans le milieu. Les techniques de biologie moléculaires ont permit de mettre en
évidence une forte diversité génomique qui a conduit a la classification récente de treize
genres : Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella,

Aerococcus, Bifidobacterium (Carine et al, 2009).

Tout fois, dans I’industrie laitiere les souches lactiques sont sélectionnées sur la base de
leurs propriétés technologiques (production de I’acide lactique, production d’arome, activité
protéolytique et cinétique de croissance), et leurs caractéristiques fonctionnelles (activité
antibactérienne, résistance au passage gastro-intestinal et résistance aux antibiotiques).biens

qu’il existe d’autres parametres a prendre en considération (Tamime, 2002 ; Molin, 2008).




L’intérét de ce travail est d’identifier et de caractériser des bactéries lactiques isolées de

laits cru de chévre, provenant de la région de Mostaganem.
Ce mémoire est subdivisé en trois chapitres:

elLe premier chapitre présente une partie bibliographique (Lait de chevre et ensemble des

connaissances sur les bactéries lactiques et ferment lactiques & les aptitudes technologiques).

eLe second chapitre exprime les approches méthodologiques et description des techniques qui

ont servi a la concrétisation de notre travail.
el_e troisieme chapitre reflete comme:

- Partiel: Les résultats obtenus de différents tests d’identification, caractéristiques
biotechnologiques des isolats.

- Partie2 : Contient la discussion des résultats.

En terminant avec une conclusion générale qui englobe les résultats de ce travail.
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. Le lait

1.1 Définition de lait en générale:

Le lait était défini en 1908 au cours du congres international de la répression des
fraudes & Genéve comme etant « Le produit intégral de la traite totale et ininterrompues
d’une femelle laitiere bien portante bien nourrie et nom surmenée, Le lait doit étre

colostrum» (Pougens et Goursaud ,2001).

Jeantet et al (2008) rapportent que le lait doit en contre collecté dans de bonnes
conditions hygiéniques et présenter toutes les garanties sanitaires, il peut étre commercialisé
en I’état mais le plus souvent aprés avoir subi des traitements de standardisation lipidique et
d’épuration microbienne pour limiter les risques hygiéniques et assurer une plus longue

conservation.

Le lait est un liquide sécrété par las glandes mammaires des femelles apres la naissance
du jeune.il s’agit d’un fluide aqueux opaque, blanc, Iégerement bleuté on plus ou moins
jaunatre selon la teneur en p-caroténe, de sa matiére grasse, d’une saveur douceétre et d’un

pH (6,6 a 6,8) Iégerement acide, proche de la neutralité (Alais, 1984).

1.2 Le lait de chévre:

1.2.1 Généralités sur le caprin :

Domestiqué il y plus de 1000 ans avant Jésus-Christ, la chevre (Capra Hircus), est
réputée pour sa rusticité. C’est un animal adapté aux conditions rudes et a la sécheresse
(Shkolnik et al, 1980).

L’espéce Capra Hircus se présente en Algérie sous la forme d’une mosaique de populations
tres variées appartenant toutes a des populations traditionnelles.

Elle comprend en plus de ces populations locales, a sang généralement Nubien, des animaux

mélanges aux sangs issus de races standardisées.
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el a race Arbia:

La plus dominante de ces populations est la chevre Arabe dite population Arabo-

maghrébine.

Elle se localise en zone steppique ou semi steppique et présente un format peu
développé, brun foncé et depourvue de cornes. Au niveau du phénotype elle manifeste des
caractéres plus homogenes: Robe noire a long poils, pattes blanches au dessus du genou,
raies blanches et fauves sur visage, taches blanches a I’arriére des cuisses. Cet animal est
parfaitement adapté aux contraintes des parcours et semble posséder de bonnes aptitudes de

reproduction.
el_a race Makatia:

Aux caractéres assez hétérogénes, robe polychrome aux poils courts, oreilles
tombantes, la race Makatia semble étre le produit de multiples croisements réalisés a partir
de race est peu resistante sur parcours et son interét réside dans sa production laitiere et son

adaptation et son adaptation a I’environnement.
eL_a chévre du M’ Zab:

Elle se retrouve surtout dans le sud, est une bonne laitiere et trés fertile. Cette race est

tres appréciée dans I’est méditerranéen pour ses capacités.

Laitieres et fait partie du rameau Nubio-Syrien. La race MOZABITE est trés intéressante du
point de vue production laitiére (2,56 Kg/j).

el _a race Kabyle:

C’est une chevre autochtone qui peuple les massifs montagneux de la Kabylie et de
I’Aurés. Elle est robuste et massive, de petite taille, de couleur noiratre ou blanchatre avec

de longs poils, c’est une mauvaise laitiére qui est appréciée pour sa viande (Feliachi, 2003).
1.2.2. La lactation chez la chévre :

La chevre est avant tout une productrice de lait. La quantité de lait qu’elle est capable
de fournir dépend bien entendu de sa race, mais également de son age de son saison, de son
alimentation et de son cycle sexuel. Dans I’hexagone, la plus grande part de ce lait est
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transformée en fromage. La France en  produit une vaste palette dont la plupart sont de

réputation mondiale.

Chez la chévre, la lactation débute une semaine apres la mise basse. Elle augmente
progressivement, pour devenir optimale de 30 a 60 jours la naissance de chevreau. Elle
diminue ensuite lentement pour étre minimale généralement en automne. Cette lactation a
une durée totale d’environ 10 mois, apres quoi la chevre est tarie. La courbe et I’importance
de la lactation peuvent varier énormément en fonction de divers facteurs, principalement en

fonction de I’alimentation (Alain Fournier., 2006).

1.2.3 Définition de lait de chévre:
Le lait de chévre est blanc mat due a I’absence de B-caroténe. Contrairement au lait
de vache, il a une odeur assez neutre. Parfois en fin de lactation, une odeur caprine. Apparait

et apres stockages au froid peut acquérir une saveur caractéristique (Goursaud, 1985).

Sa composition chimique varie selon I’espéce, condition d’environnement, et stade de
lactation (kihal et al, 1999), la composition chimique joue un r6le important sur son
aptitude a I’acidification par les ferments lactiques et notamment I’influence des sels

minéraux (Masle et Morgan, 2001).

1.2.4 Propriétes physico-chimiques du lait de chévre :

1.2. 4.1 Les criteres organoleptiques :

1.2.4.1.1 Odeur : Selon (Jaubert, 1997), Fraichement trait, le lait de chévre a une odeur

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

1.2.4.1.2 Couleur : Blanc mat, contrairement au lait de vache, le lait de chévre ne contient

pas de B-carotene, aussi le beurre de chévre a-t-il une couleur blanche (Alais, 1984).

1.2.4.1.3 Saveur : Le lait de vache et de chévre possédent tous deux une saveur douce,
agreable, particuliére au lait. Ce pendant, le lait de chevre fraichement trait posséde une
saveur neutre, par contre, apres stockage au froid, il requiert une saveur caractéristique qui

s’avere un critére de sélection (Boyaval et al. 1999).
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1.2.4.2Caractéristiques physicochimique de lait de chévre :

Le lait de chévre présent des caractéristiques liees a sa nature biologique a savoir :
Variabilité, hétérogénéité et altérabilité. Ce complexe aqueux 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).

Les caractéristiques physico chimique des laits de chevre varie de maniere importante
d’une étude a une autre car rendant compte de situations locales qui ne peuvent pas étre
généralisées. Ces laits semblent cependant partager beaucoup de points communs avec le lait
de vache, nous ne mentionnerons ici que les spécificités par rapport au lait de vache qui

semblent marquantes d’aprés la revue de (Park et al ; 2006).
- Absence de pB-caroténe totalement converti en vitamine A.
- Déficit en acide folique et vitamine B12.

-Des globules gras de plus petite taille que ceux des laits de vache, similaire a celle du lait de
brebis, permettant une meilleure homogéneisation dans le lait et ainsi sa meilleure

digestibilité, et permettant une lipolyse accrue parangmentation de la surface

- Des micelles de caséine contenant plus de calcium et de phosphate inorganique, moins

hydratées, moins stables a la chaleur, et perdant plus facilement leur p— caseine.

- Solubilisation plus élevée des caseines a 20°C, moins que du phosphate colloidal et des

caseines au Froid, entrainant des rendements moins élevés en fabrication fromagere.

- Déficit en agglutinine, qui rendrait difficile son écrémage, surtout a froid.

- Stabilité plus faible lors du chauffage.

- Structure plus lache lors de la coagulation acide (yaourt), donc une fermeté plus basse.

- Des taux d’acides gras a courte et moyenne chaine plus élevés, en particulier den fois plus

d’acide caprique, caproique et caprylique associé au gout « chévre ».

- Sensibilité plus élevée a la lipolyse spontanée due a des différences de localisation de la

lipase.
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- La- B- caséine est la caséine majeure avec 58%dans le lait de vache, suivie par la-caséine la
quasi-absence de I’XS11-caséine fait que les sujets allergiques uniques uniquement a cette

protéine supportent souvent le lait de chévre.
-Taux d’azote non protéique plus élevé.

-Quantités d’enzymes différentes (Exemples : Ribonucléase, phosphatase, xanthine oxydase,

lipase).

-Plus de calcium, potassium, phosphore, magnésium et chlore, moins de sodium et de
sulfure (Park et al, 2006).

TableauO1l : Les principales constantes physico-chimiques de lait de vache et chévre

(FAO, 1990).
Constantes Vache Chévre
Energie (Kcal/litre) 705 600-750
Densité du lait entier 1,028-1,030 1,027-1,035
a20c°
Point de congélation (2) 0,520- -0,550 -0,550- -0,583
pH & 20c°® 6,60-6,80 6,45-6,60
Acidité titrable (D°) 15-17 14-18
Indice de réfraction 1,45-1,46 1,35-1,46

1.2.5 Les élément de composition de lait de chévre :
1.25.1 L’eau :

Elle forme une solution varié avec les glucides, les minéraux, une solution colloidale
avec les micelles de caséines et une émulsion avec les matiéres grasses, le lait de chévre est
constitué de 87% d’eau (Amiot et al, 2002).

1.2.5.2 Les glucides :

Le lactose est le glucide le plus important du lait, d’autre glucide peuvent provenir de

I’hydrolyse de lactose (glucose, galactose) certains glucides peuvent se combiner aux




protéines, formant de glycoprotéines ou peuvent se trouver sous forme libre (Amiot et al,
2002).

1.2.5.3 Les proteéines :

Les protéines de lait de chévre comme celle des autres especes de mammiferes, sont
composé de deux fraction, I’une majoritaire dénommée caséine (représente environ 80%)
(Mahe et al, 1996), précipite a pH 4,2 pour le lait de chevre et pour le lait de vache (Masle
et Morgan, 2001).

1.2.5.4 Les lipides :

Les lipides de lait de se composent principalement de triglycérides, de phospholipides
et forment une émulation. Le lait de chévre est pauvre en carotene et donc, peu coloré par
rapport aux autres laits, il est plus riche en acide gras a 10 atomes de carbone et présente un
pourcentage plus élevé de petit globules gras que le lait de vache, il ne contient pas
d’agglutinines et présenté une activité liasique plus faible que lait de vache (Chilliard,
1987).

1.2.5.5 Matiere minérale :

Ils prennent la forme de sels, de base et acide mais les deux formes principales sont les
sels ionisés solubles dans le sérum et les micelles, les éléments basiques majeurs comme le
calcium, potassique, le magnésium et le sodium forment des sels, avec les constituons acides
que sont les protéines, les citrates, les phosphates et les chlorures, en outre le calcium, le
magnésium, les citrates, et les phosphates se trouvent sous forme colloidale dans les micelles
de caséines (Amiot et al, 2002).

Le lait de chévre semble étre plus riche en calcium, phosphore, magnésium, potassium et
chlore que le lait de vache mais moins riche en sodium (Mahieu et al, 1977) (Jenness,
1980, Sawaya et al, 1984).
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de chévres (Gueguen, 1996).

Tableau02 : Composition moyen de lait en éliment minéraux majeurs des laits de vache et

Minéraux Vache Chévre
mg/litre

Calcium 1200 1260
Phosphore 920 970
Magnésium 110 130
Potassium 1500 1900
Chlore 1100 1600
Sodium 450 380

11.5.6 Vitamines :

Elles sont réparties en deux classes : Les vitamines hydrosolubles et les vitamines

liposolubles. Le lait de chéevre est pauvre en carotene et B9 acide folique (Amiot et al,
2002).

Tableau 03: Composition vitaminique du lait de chévre (Joubert, 1996)

Composition pour 100g

Lait de chévre

Vitamines liposolubles

A rétinol 0,04
Caroténe 0

E tocophérol 0,04
Vitamines hydrosolubles

B1 thiamine 0,05
B2 riboflavine 0,14
B6 pyridoxine 0,05
B9 acide folique 1
B12 cobalamine 0,06
Acide ascorbiane 1,3
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1.2.6 Caractéristiques nutritionnelles santé :

Le lait de chevre présente des teneurs intéressantes pour de nombreux nutriments,
excepté pour la vitamine B12 et I’acide folique, pour lesquels il est recommandé une
supplémentassions du lait pour les nourrissons. Il présente des avantages par rapport au lait
de vache du fait de sa plus grande digestibilité(en parti ailier de la matiére grasse et
despotiques), de sa meilleure capacité tampon (utile en cas d’ulcére de I’estomac), et de la
plus grande disponibilité de ses nutriments. (Exemple : Le fer), il est ainsi recommandé

médecine et nutrition humaine (Park et al, 2006).

Des études ont montré que d’une maniére générale le lait de chévre est moins allergisant
que le lait de vache. La consommation de lait de chévre au lieu de lait de vache a réduit de
30 a 40% le nombre d’enfants allergiques d’apres la plupart des études (Henlein, 2004). Il y
a un besoin de recherche médicales robustes pour valides les nombreux effets bénéfiques
décrits pour le lait de chévre. En particulier, les teneurs particulieres du lait de chevre en
acides gras a courte et moyenne chaines n’ont pas encore fait I’objet d’études, malgré leurs

vertus reconnues pour le traitement de nombreuses maladies (Henlein, 2004).
1.3. Microbiologie du lait :

La microbiologie est intiment liée a I’industrie laitiere, elle s’applique a tous ses
secteurs. Ses principes, en effet, justifient le mode de production hygiénique du lait,
commandent plusieurs traitements et procédés industriels lors de sa transformation a I’usine,
et sont a la base des méthodes de conservation des produits laitiers. La qualité du lait et des
produits laitiers en dépend en grande partie, si bien que I’on tient compte de normes

microbiologiques dans son évaluation officielle.
L application des principes généraux d’hygiéne permet d’atteindre les trois buts suivants :

> Le premier, prévenir et empécher la transmission de bactéries pathogenes par le lait
et les produits laitiers et de cette fagcon protéger la santé des consommateurs.

> Le second, prévenir et restreindre la croissance microbienne au lait et aux produits
laitiers et ainsi empécher leur détérioration et I’apparition de défauts.

> Le troisieme, favoriser et guider le développement des bactéries utiles dans certains

produits laitiers, tels que les produits fermentés (Guiraud, 2003).
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I.4. Les caractéristiques microbiologiques de lait

Du fait de sa composition physico-chimique, le lait est un excellent substrat pour la
croissance microbienne. De ce fait on trouve que le lait comporte une flore originelle et une

flore de contamination.
1.4.1. Flore originelle

Le lait contient peu de microorganismes lorsqu’il est prélevé dans de bonnes
conditions, a partir d’un animal sain (moins de 103germes /ml). Il s’agit essentiellement des
germes saprophytes de pis et des canaux galactophores: Microcoques, Streptocoques
lactiques, Lactobacilles. Des germes pathogenes et dangereux du point de vue sanitaire
peuvent étre présents lorsque le lait est issu d’un animal malade (Streptococcus pyogene,
Corynebacterium pyogenes, des Staphylococcus) qui sont des agents des mammites et peut
s’agir aussi de germes d’infection générale Salmonella, Brucella, et exceptionnellement
Listeria monocytogenes, Mycobacterium, Bacillus anthracis et quelques virus (Guiraud,
2003).

1.4.2. Flore de contamination

Le lait peut se contaminer par des apports microbiens divers :

- Féces et téguments de I’animal : Coliformes, Entérocoques Clostridium, Salmonella.

- Sol : Streptomyces, Listeria, bactéries sporulés, spores fongiques.

L air et I’eau : Flores diverses, bactéries sporulées (Guiraud, 2003).
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I1. Les bactéries lactiques :

11.1 Généraliteés sur les bactéries lactiques :

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 fermenteés, elles sont utilisées
également dans le saumurage des léegumes, la boulangerie, la fabrication du vin, le
saurissage  des poissons, des viandes et des salaisons (EUFIC1999). Elles sont devenues
les principaux candidats pro biotiques et bénéficient d’un statu GRAS (Generally Regarded
AS Safe) (Ait Belghanaoui, 2006).

11.2 Définition:

Le groupe des bactéries lactique a été defini par Orla-Jensen(1919) et réunit
plusieurs genres caractérises par leur capacité a fermentes les glucides en produisant de
I’acide lactique. Ce sont des coques ou batonnets a gram positif, généralement immobiles et
non sporulés. Les bactéries lactiques ne possédent mi nitrate réductase, ni cytochrome
oxydase mais elles peuvent survivre en présence d’oxygéne. L’absence de catalase est
caractéristique, mais certaines espéces acquiérent cette activité sur des milieux riches en
héme (Larpent et al, 1997 ; Bourgeois et al, 1996). Le contenu en GC de leur ADN varie
de 33 a 54%, ce qui les classe dans les bactéries a faible pourcentage de GC (Muto et
Osawa, 1987). Ces bactéries ont des exigences nutritionnelles complexes en termes d’acides

aminés, de peptides, de vitamines, de sels, d’acides gras et de sucre (Dallaglio et al, 1994).

Les bactéries lactiques synthétisant leur ATP grace a la fermentation lactique des glucides.
Ou les distingue en deux groupes biochimiques: Les homofermentaires et les hétéro

fermentaires.
Les homofermentaires produisent deux molécules d’acide lactique par glucose consommeé.

Les hétérofermentaires, produisent en plus de I’acide lactique, de I’acide acétique, de
I’éthanol et du CO2.




Synthese bibliographique

1.3 Habitat :

Les bactéries lactiques sont ubiquistes : Elles sont retrouvees dans différentes niches
écologiques comme le lait et les produits laitiers, les végétaux, la viande, le poisson, les
muqueuses humaines et animales ainsi que dans le tractus digestif, ce qui explique leur
température de croissance hétérogéne (Mayo et al., 2010; Klein et al., 1998)Mais certaines
especes semblent s’adapter a un environnement spécifique et ne sont guére trouveées ailleurs

que dans leurs habitats naturels (De Roissart, 1986).

e Les espéces du genre Lactococcus sont isolées du lait ou des végétaux qui sont les
réservoirs naturels de la plupart de ses especes. L’espece Lactococcus lactis subsp. Lactis est
isolée pour la premiere fois a partir du lait fermenté par Lister en 1873 et reconnue comme
agent primaire de I’acidification du lait caillé (Sandine, 1988).Parmi les espéeces du genre
Streptococcus, Streptococcus thermophilus est isolée du lait pasteurisé, du matériel de

laiterie et de levains artisanaux (Jones, 1978).

e Les especes du genre Leuconostoc sont isolées du lait, des produits laitiers, des fruits,
des légumes (en particulier la betterave), des végétaux en fermentation (comme la
choucroute), des produits de la panification (Suhigara, 1985) et des solutions visqueuses de
sucre dans les sucreries (Devoyod et Poullain, 1988). Boubekri et Yoshiyuki(1996) ont
isolé deux souches de Leuconostoc sp. A partir de fromage traditionnel El-Klila fabriqué a
Batna (Algérie). Tandis que, Ryhanen et al (1996) ont identifié trois especes (Leuconostoc
curvatus, Ln. Citreum et Ln. Mesenteroides sub sp. Mesenteroides) isolées a partir de blé
fermenté. Seule I’espece Leuconostoc oenos est isolée du vin (Fleming et al, 1985 ;
Sugihara, 1985 ; Devoyod et Poullain, 1988 ; Hounhoigan et al, 1993).

o Les espéces du genre Pediococcus sont présentes surtout dans les végétaux en
décomposition, parfois dans les boissons alcoolisées, le lait, les différents fromages
(Parmesan et autres fromages italiens) et les préparations culinaires (Saucisses, anchois salés
ou sauce de soja) (Chapman et Sharpe, 1981; Dellaglio et al, 1981A ; Uchida, 1982;
Bacus et Brown, 1985; Villar et al, 1985).

o Les espéces du genre Lactobacillus sont présentes dans plusieurs milieux différents :

Dans le lait et les fromages (Lb. casei sub sp. casei, Lb. plantarum, Lb. curvatus et Lb.
brevis), dans les laits fermentés (Lb. kéfir, Lb. brevis et Lb. fermentum), dans les produits
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végetaux fermentés, les marinades, I’ensilage, le vin et les viandes fraiche sou fermentées

(Lb. Brevis, Lb. Curvatus, Lb. Buchneri et Lb. San franscisco) (Desmazeaud, 1996).
I1.4 Utilisation des bactéries lactiques :

L’utilisation de la fermentation par I’hnomme remonte a des temps tres anciens. Les
ferments lactiques, contenant une ou plusieurs cultures pures en proportions définies de
différentes bactéries lactiques, sont largement utilisés en agroalimentaire (Holzapfel,

2002).Les bacteries lactiques interviennent dans de nombreuses transformations du lait

(creme maturée, laits fermentés comme le yaourt, fromages frais et affinés), mais également
dans la vinification (fermentation mal lactique), la fabrication des salaisons, la fermentation
des végétaux (choucroute et ensilages) et en boulangerie traditionnelle (Desmazeaud,
1998).Les bactéries lactiques ont plusieurs réles dans la production de produits fermentés.
Tout d’abord, les bactéries lactiques vont permettre de changer la saveur de I’aliment et sa
texture. Ces changements sont dus notamment a I’acide lactique produit au cours de la
croissance. D’autre part, les bactéries lactiques produisent des peptides et des molécules
comme I’acétoine, I’acétaldéhyde, le di acétyle ou I’éthanol qui sont importants pour la

flaveur des aliments.
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Tableau04: Principaux produits issus de la fermentation des bactéries lactiques (Penaud,

2006)
Genre Substrat Exemples de produits
Bifidobacterium Lait Laits fermentés
Lactobacillus Viande yaourts, laits fermentés, kéfirs,
Lait fromages
Végétaux saucissons secs, jambons secs,
Céreales choucroute, olives, "yaourts™ au lait
de soja
pain au levain, bieres
Lactococcus Lait Fromages, kéfirs
Leuconostoc Lait Choucroute, olives, vin
Végétaux fromages, kéfirs
Pediococcus Végeétaux Choucroute saucisses
Viande semi — sechées
Oenococcus Végeétaux Vin
Streptococcus Lait Yaourts, laits fermentés, fromages

Dans les produits laitiers, il s’agit du domaine d’application le plus courant des

fermentations lactiques. Les ferments lactiques naturels ou commerciaux interviennent dans

I’élaboration de tous les produits laitiers fermentés (Pilet et al, 2005), ces Micro-organismes

assurent plusieurs fonctions telles que la protéolyse pour donner aux fromages leurs

caractéres rhéologiques et la production d’agents épaississants pour améliorer la texture du

fromage. Les bactéries lactiques sont souvent utilisées en association par exemple le yaourt

est obtenu par deux espéces lactiques:




Lb .delbrueckii sp. Bulgaricus et Streptococcus thermophilus. Dans les produits carnés, les
bactéries lactiques améliorent la qualité hygiénique et marchande en réduisant d’avantage
les risques de croissance de microorganismes indesirables. Les bactéries lactiques
interviennent aussi dans la préparation de nombreux produits végétaux fermentes.
L’exemple le plus connu est la choucroute, elle fait intervenir quatre especes Lactiques:
Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis et Pediococcus
damnosus.

11.5 Bacteries lactiques et santé humaine:

Dans le domaine de la sante, certaines bactéries lactiques specifiques sont utilisées
comme probiotiques c'est-a-dire des micro-organismes vivants dont I’application a I’lhnomme
ou a I’animal exercent un effet bénéfique sur ce dernier par amélioration des propriétés de la
flore intestinale.

Les especes couramment utilisees sont Lb. Acidophilus, Lb. casei, Lb. johnsonii, Lb.reuteri,
Lb. delbrueckii, subsp bulgaricus (Salminen et al, 2004).

Les souches lactiques sont également utilisées dans le traitement de certaines affections
telles que les diarrhées, les allergies alimentaires.

D’autres effets, comme la prévention des gastro-entérites nosocomiales chez le nourrisson,
des propriétés anti cancerigenes, anti hyper cholestérolémiques, lutte contre Clostridium
difficile et Helicobacterpylori, prévention des maladies inflammatoires chroniques de
I’intestin.

11.6 Caractéristiques des bactéries lactiques :

11.6.1 Caractéristiques générales des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques sont des microorganismes relativement hétérogénes d’un point

de vue morphologique et physiologique. Leurs principales caractéristiques sont :

D’étre Gram+, immobiles, sporulées, anaérobies mais aérotolérantes, de ne posséder ni
catalase, ni de nitrate réductase et de produire des quantités importantes par d’acide lactique
fermentation des glucides (Desmazeaud, 1983 ; Vandamme et al, 1996). Les glucides

peuvent étre a I’origine de produits autres que le lactate (Desmazeaud, 1983).

Trois catégories des bactéries lactiques peuvent étre distinguées selon produits de
fermentation. Le groupe homofermentaires qui produit majoritairement de I’acide lactique
(90% des produits de fermentation), le groupe hétérofermentaire facultatif qui produit de
I’acide lactigue ou de [I’acide lactique et de I’acide acétique et enfin le group
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hétérofermentaire strict qui produit de I’acide lactique, acétique ou de I’éthanol et du CO2
(Vandamme et al ; 1996).

La plupart des bactéries lactiques sont auxotrophes pour plusieurs acides aminés
qu’elles doivent trouver dans le lait (Braquart et Lorient, 1977 ; Deguchi et Morishita,
1992 ; Morishita et al, 1981 ; Neviani et al, 1995).

11.6.2 Caractéristiques principales des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques sont des cellules vivantes, procaryotes, hétérotrophes et chimio-
organotrophes. A quelques exceptions preés, les bactéries lactiques sont généralement Gram
positives, immobiles, a sporulées, anaérobies mais aérotolérantes, et ne possédant pas de
catalase (certaines souches possedent un pseudo catalase), de nitrate réductase, et de
cytochrome oxydase. Elles ont des exigences nutritionnelles nombreuses (acides aminés,

peptides, sels, acides gras et glucides) (Holzapfel et al. 2001 ; Gevers 2002).
11.7 Classification des bactéries lactiques :

La premiére classification des bactéries lactique a eté établie en 1919 par Orla-Jensen.
Elle est basée sur les caractéristiques observables telles que les propriétés morphologiques,
biochimiques et physiologiques. La composition en G+C de I’ADN, La composition en
acide gras de la membrane cellulaire, la mobilité électro phorétique du lactate
déshydrogénase, sont également d’autres criteres qui peuvent étre étudiés pour
I’identification des especes lactiques. Plus récemment, I’approche moléculaire de la
taxonomie, et plus particuliéerement I’hybridation ADN-ADN et le séquencage du géne de
I’ARNTr 16S ont permis d’affiner cette classification.

Cela a notamment abouti a la séparation du genre Streptococcus en Streptococcies
sensu stricto, Lactococcus et enter cossus (Schleifer et al, 1995). En suite certaines bactéries
lactiques qui étaient mobiles, ressemblant aux Lactococcus, ont formé un autre genre
séparé : Les Vagococcus. De méme le genre Carnobacterium a été crée pour regroupe des
especes de Lactobacillus proches (Collins et al, 1987), et les genres Tetragenococcus et
Aerococcus sont issus du genre Pediococcus dont ils forment des lignées phylogénétiques
distinctes (Collins et al, 1990). Enfin le genre Oenococcus a été crée pour regrouper des
bactéries isolées du vin et précédemment classees dans du genre Leuconostoc (Dick et al,
1995). Les bactéries du genre Bifidobacterium étant répertoriées comme étant des

Lactobacillus bifidum (Axelsson et al, 2004) ce microorganisme considéré souvent comme
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de véritables bactéries, sont phylogénétiques ment liés au Phylum Actinobactéria

(Actinomyceétes).
11.8 Propriétés technologique des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiqgues sont des microorganismes largement utilisées industrie
alimentaire, dans une variété de fermentation. En effet, ces bactéries participent a la
transformation de produits animaux tels le lait et certains produits carnés ainsi qu’a
I’élaboration de produits végétaux. Elles sont aussi connues pour leur réle probiotique
(Braegger, 2002).

Le principal a tout de ces bactéries réside dans leur capacité a acidifier les produits
alimentaires. L’acide lactique qui est le produit principal du métabolisme joue un réle
majeur dans la conservation des aliments puisqu’il inhibe fortement accroissance des
bactéries pathogéene (Stiles, 1996). Il a egalement un rdle direct dans I’industrie laitiere

puisqu’ll permet la formation du caillé a bas pH.

La capacité des bactéries lactique a synthétiser des exo polysaccharide(EPS) joue un
role important pour la consistance et la rhéologie des produits transformés (Welman et al,
2003). Les Lb, Delbrick SSP. Bulgaricus et streptococcies thermophiles produisant des EPS
sont utilisés en tant que starters dans la fabrication des yaourts, ceci afin d’améliorer la
texture, évité la augmenter la viscosité des proc luit finis (Durlu-Zkaya et al, 2007 ;
Amatayakul et al, 2006).

Certaines bactéries lactiques sont capables de produire des composés d’arome tel que le
di acétyle qui est responsable de I’arome de noisette caractéristique du henrre, du lait et de
certain fromage fais. La formation de cette molécule est associée a la capacité des bactéries a

fermenter le citrate composé présent dans le lait (Hugenholtz 1993).

Les bactéries lactiques sont également impliquées dans de nouveaux types de produits en
tant que pro biotique, leur classification dans le probiotique ainsi que parmi les
microorganismes GGRAS. Fait de ces bactéries des acteurs potentiellement importants dans
les domaines de la médicine et de la santé: amélioration de la digestion du lactose,

stimulation du systeme immunitaire, vecteurs de molécules a effets thérapeutiques.
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11.9 Les fonctions du ferment :

Parmi les fonctions physiologiques des lactobacilles qui sont trés importantes dans
I’industrie alimentaire, et qui influence sur les qualités organoleptiques de I’aliment :
Fermentation des sucres, amener le pH & un niveau bas, ce qui est important pour terminer le
phénomeéne de caillage, et la réduction ou la prévention de la croissance de la microflore
adventice; Hydrolyse des protéines, ce qui donne la texture et le golt de I’aliment; la
synthese des composants aromatiques (acétoine, di acétyle); La synthése des agents de
texture (exo polysaccharides), ce qui peut influencer la consistance du produit.

La production des composants inhibiteurs de la flore indésirable.

La contribution a la fonction diététique de I’aliment. (Tamime, 2002; Mayra —Makinen et

Bigret, 2004).

11.10 Roéle des bactéries lactiques dans la conservation des aliments :
L’homme utilise depuis longtemps, constamment ou non, les propriétés

antimicrobiennes des bactéries lactiques. Ces propriétés se sont avérées étre intéressantes

pour la conservation des aliments dans lesquels cette flore se développe. Les bactéries

lactiques inhibent le développement de certains microorganismes grace a la synthése de

molécules antimicrobiennes parmi lesquelles se trouvent les acides organiques et les

bactériocines.

Les acides organiques sont les produits directs de la fermentation. Leur libération
dans le milieu entraine un abaissement du pH qui ralentit la croissance bactérienne. Ainsi
(Wilson et al, 2005) ont démontré que I’inhibition de L. Monocytogenes dans des produits

vegétaux par une souche de Lb, plant arum était due a la production d’acide lactique.

Du fait qu’elles des substances naturelles, I’emplai des bactériocines permettrait d’avoir des
produits plus sains et réduirait I’utilisation des agents chimiques de conservation
(Harlander, 1993). Actuellement la seule bactériocine autorisée en temps qu’additif
alimentaire est la nisine (E234) produite par LC.Lactis SSP. Lactis (Topisirovic et al
,2006).

I11.11 Taxonomie des bactéries lactiques :

La taxonomie des bactéries lactiques a été basée sur la coloration de Gram et il est
possible de les classer suivant la nature des produits du métabolisme bactérien obtenus a

glucides. Les bactéries lactiques se groupent 11 genres dont les plus étudies sont:
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Lactobacilles, Lactococcus, Streptococcies, Leuconostoc, Oenococcus, Enterococcus et

Pediococcus.
11.11.1 Le genre Streptococcus :

Ces bactéries sont des cocci sphérique on ovoides regroupées en paires on en chainettes ;
en général immobiles ; a partir des glucides leur métabolisme est homofermentaire elles

produisent un certain nombre d’agents antimicrobiens.
11.11.2 Le genre Lactobacillus :

Le genre Lactobacillus est quantitativement le plus important des germes du groupe des
bactéries lactiques; leur morphologie microscopique varie d’une espece a l’autre de
coccobacilles aux bacilles fines et allongé on rencontre des Lactobacilles dans la flore
intestinale et la flore vaginale. Selon le germe Lactobacilles se subdivise en trois groupes :

Groupe N°1 : Thermobactérium
Groupe N°3 : Betabacterium

Groupe N°2 : Streptobacterium
11.11.3 Le genre Lactococcus :

Ce sont les Streptocoques. Ils présentent sous forme de coques, qu’on trouve isolés, en
paires ou en chainettes de longueur variable (Desmazeaud, 1996), ce sont des organismes

homofermentaires ne produisant que de I’acide lactique L (+) (Delaglio, 1994).
11.11.4 Le genre Leuconostoc :

Les cellules de Leuconostoc sont des coques disposées en paires ou en chaines comme
les Streptocoques mais cette bactéries est hétéro fermentaire produisant de I’acide D (-)
lactique, de I’éthanol et du CO2, ses especes sont caractérisée, par la production a partir du
citrate du lait, de di acétyle, parfois du citrate, et de del-7 trines et de levures en présence de

saccharose.
11.11.5 Le genre Pediococcus :

Les Pediocoques sont des germes micro aérophiles a besoins nutritifs complexe, leur
fermentation homolactique donne parfois I’acide lactique racémique, mais fréqguemment la

forme L prédomine.
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Figure 01 : Arbre phylogénétique des principaux genres de bactéries lactiques et des
genres Associés, obtenu par analyse des ARNr 16S (Stiles et Holzapfel, 1997).

11.12 Génétique des bacteéries lactiques :

Le matériel genétique des bactéries lactiques est organisé en deux structures : Le
chromosome, long filament d’ADN tres replie sur lui-méme, et les plasmides, petites
molécules circulaires d’ADN indépendantes des chromosomes, pouvant se répliquer de
facon autonome. Les plasmides peuvent étres perdus spontanément par la bactérie dans les
conditions de milieu défavorables (température elevée, privation nutritionnelles) ou éliminés
par des traitements chimiques. Cette possibilité de perdre spontanément des plasmides
explique I’instabilité des propriétés technologique, due a I’apparition de variantes ayant
perdu certain genes et donc certaines fonction métabolique ainsi, la perte de plasmide codant

pour la protéase de paroi rend les bactéries peu protéolytique, et entraine une croissance
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ralentie des germes et une acidification faible du lait. D’autre caractéres technologiques sont
également code par des genes portés par des plasmides la capacité a utiliser le lactose, le
métabolisme de précurseurs d’aromes, la production de la nisine chez certaine souches, des

résistances aux bactériophages (Stackebrandt et Tubera, 1986 ; Kandler et Weiss, 1986).
11.13Les exigences nutritionnelles des bactéries lactiques :

Si les bactéries lactiques sont considérées comme un des groupes bactériennes plus
exigeants du point de vue nutritionnelle, c’est parce qu’elles requierent non seulement des
substrats complexes carbonés, azote, phosphatés, et soufrés, mais aussi des facteurs de
croissance comme les vitamines et les oligo-éléments le rble de coenzymes a été déja

développé.
11.13.1 Les glucides :

Pour croitre, les bactéries lactiques ont besoin d’un apport de nutriment au moins un
sucre fermentescible comme source d’énergie. La fermentation des sucres s’effectue

essentiellement en trois étapes :
1) Le transport du sucre a travers la barriere hydrophobe de la membrane cellulaire.

2) Le catabolisme intracellulaire du sucre et enfin la formation et I’expulsion extracellulaire
des métabolites terminaux généralement acides (Mounet et Gripon, 1994).Deux types de
métabolismes fermentaires sont rencontrés un métabolisme aboutit de facon quasi-exclusive
a la production d’acide lactique (caractére homofermentaire) L’autre peut produire de
I’acide lactique, mais également de I’éthanol et de I’acide acétique suivant les conditions de

cultures (caractere hétérofermentaires).
11.13.2 L’azote :

Les bactéries lactiques exigent aussi I’apport exogene d’acides aminés pour leur
Gosseuse car elles sont incapables, pour la plupart, d’en effectuer la synthése a partir d’un
source azotée plus simple (Damazan,1983)elles ne peuvent absorber et utiliser que des
acides aminés libres, on des peptides couts(peptidases, di peptidases) Leur méritions azotée
exige donc I’hydrolyse des grandes protéines du lait, et notamment les caséines, par des
enzymes(les protéases situées dans la paroi extérieure de la cellule)(Desmazeaud, 1998).
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11.13.3 Les vitamines :

Les vitamines jouent dans le métabolisme cellulaire le réle irremplacable de
coenzyme. Les bactéries lactiques sont, a quelques exception prés, incapables de synthétiser
des vitamines (Desmazeaud et De Roissart, 1994), d’ou I’importance d’un apport exogene

de vitamines au milieu de culture.
11.13.4 Les minéraux :

La nécessité des ions dans le métabolisme s’explique d’abord par leur fonction de
cofacteur pour de nombreuses enzymes. Du point de vue transport, le fer est un élément
important puisqu’il a des affinités pour un grand nombre de molécules créatrices. Il
augmente la croissance et la production d’acide lactique pour les Lactocoques et une carence
en cet élément donne lieu a vue diminution ce méme acide. Le potassium, quant a lui, est un
cofacteur pour plusieurs enzymes bactériennes et un niveau elevé de K+ dans le cytoplasme
est requis pour la synthése protéique. De plus, le systeme du K apparait étre tres important
pour contréler le pH cytoplasmique (Desmazeaud, 1983).

11.13.5 L’oxygeéne :

Les bactéries lactiques sont communément appelées micro aérophiles aussi, elles
tolerent de petites quantités d’oxygene, mais de trop grandes teneurs en ce gaz peuvent leur
étre nefaste. La relation des bactéries lactiques avec I’oxygeéne a probablement un lien avec
le peroxyde d’hydrogene(H202) produit dans la en présence d’air. Il faut éliminer le H20z2,

car son accumulation devient toxique.
11.14 Principales voies fermentaires des bactéries lactiques :

Toute croissance nécessite la production d’énergie et les bactéries lactiques ne font pas
exception a la regle. Hétérotrophes, elles tirent leur énergie de la fermentation de substrats
carbonés. Les carbohydrates fermentés en acide lactique par les bactéries lactiques peuvent
étre des monosaccharides tels que des hexoses (glucose, galactose), des pentoses (xylose,
ribose, arabinose), hexitols et pentitols (mannitol, sorbitol, xylol) ou des disaccarides

(lactose, saccharose, cellobiose, tréhalose).




Synthese bibliographique

La fermentation des sucres s’effectue essentiellement en trois étapes (Atlan et al. 2008) :
-Le transport du sucre a travers la membrane cellulaire.

-Le catabolisme intracellulaire du sucre.

-Formation et expulsion extracellulaire des métabolites terminaux.

Selon les genres ou espéces, les bactéries lactiques utilisent principalement I’une des
deux voies majeures du métabolisme des sucres. Il s’agit des voies homofermentaires

(Embden-meyerhof-parnas, EMP) et hétérofermentaire (voie des pentoses-phosphate)

(Atlan et al, 2008).
¢ Voie homofermentaire ou EMP :

Les bactéries lactiques homofermentaires comprennent les espéces de Lactocoques,
Pediocoques, ainsi que certains Lactobacilles. Cette voie conduit dans des conditions
optimales de croissance a la production de deux molécules de lactate et deux molécules
d’ATP par molécule de glucose consommeée. Le fructose-1,6-bisphophate aldol ase est une
enzyme clé indispensable au fonctionnement de la voie EMP (Thompson et Gentry-
Weeks, 1994).

e \oie hetérofermentaire ou voie des pentoses phosphate :

Les bactéries lactiques qui fermentent le glucose en produisant, en plus de I’acide
lactique, de I’acétate, de I’éthanol et du CO2 sont dites hétérofermentaire. Les groupes
principaux de bactéries présentant ce type de métabolisme sont les Leuconostoc et certains
Lactobacilles. Ces microorganismes sont dépourvus le systtme de PTS (Thompson et
Gentry-Weeks, 1994).

I1.15Les molécules a activité antimicrobienne synthétisées par les bactéries

lactiques :

Les bactéries lactiques synthétisent des molécules a action bactéries on
bactériostatique comme les acides organiques, le peroxyde d’hydrogéne, le dioxyde de
carbone, le di acétyle et les bactériocines (De Vuyst et Andamanne, 1994). Ces

mécanismes antimicrobiens ont été exploités pour améliorer la préservation des aliments.
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11.15.1 Les acides organiques :

Les acide organiques comme I’acide lactique, I’acide acétique on I’acide propénoique,
sont produit par les bactéries lactiques au cours de processus de fermentation alimentaire ;
Leur effets antimicrobiens sont bien connus a I’heur actuelle. Grace a cette production
d’acides organiques, les bactéries lactiques diminuent le pH du milieu dans lequel elles se

multiplient en inhibant une partie de la flore qui s’y développe.

Outre la diminution du pH milieu, I’effet antagoniste des acides organiques resulte de
I’action de leur forme non dissociée. En effet, la forme non dissociée de I’acide peut
traverser passivement la membrane et acidifier le cytoplasme par libération du proton, ce qui
affecte le métabolisme cellulaire en inhibant certaines (Klaenhammer, 1993 ; Brul et al,
1999 ; Caplice et al, 1999 ; Hsaio et al, 1999). La sensibilité a cet acide facteur tel que

I’activité de I’eau et température (Hsaio et al, 1999).
11.15.2 Le peroxyde d’hydrogene :

Les bactéries lactiques sont dépourvues de catalases catalysant la décomposition du
peroxyde d’hydrogéne(H202) en eau et en oxygéne. En conséquence, I’H202 produit
s’accumule dans I’environnement et inhiber certains microorganismes presents (Condom,
1987). L’action inhibitrice du peroxyde d’hydrogéne est principalement due a son fort effet
oxydant sur les lipides membranaires et les protéines cellulaires (Caplice et Fitzgerald,
1999).

11.15.3 Le dioxyde de carbone :

Les bactéries lactiques hétéro fermentaires synthétisent du dioxyde de carbone(C0O2)
comme métabolite secondaire. Son accumulation dans le milieu extérieur crée une
anaérobiose qui peut étre toxique pour les microorganismes aérobies présents dans I’aliment.
Toute fois, le dioxyde de carbone peut aussi, a faible concentration, stimuler la croissance de
certaines bactéries (Lindegren et Dobrgosz, 1990).

11.15.4 Le diacétyle :

Le diacétyle est un produit du métabolisme du citrate qui est responsable de
I’arome(Beurre) des produits laitiers. Les bactéries a Gram négatif, les levures et les
moisissures sont plus sensibles au di acétyle que les bactéries a Gram positif. Le di acétyle

inhibe la croissance bactéries érine en interférant probablement avec les mécanismes
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gouvernant I’utilisation de I’arginine (Motagh et al, 1991). Toute fois, le di acétyle est
rarement présent dans I’aliment en quantité suffisante pour y exercer une activité

antimicrobienne importante (Caplice et Fitzgerald, 1999).
11.15.5 Les bactériocines :

Les bactériocines sont des composés de synthése ribosomale produites par les
bactéries dans le but d’inhiber la croissance des autres bactéries. Ces composés sont trouves
chez la plupart des especes bactériennes étudiés jusqu’a aujourd’hui. Mais peu d’entre eux
sont largement étudiés. En général, elles ont un spectre d’action restreint, inhibant seulement
les bactéries voisines de la souche productrice. Les bactéries @ Gram + n’inhibent pas les
bactéries & Gram —et vice versa (Ouwehand et Vesterlund, 2004). Habituellement, elles
sont de faible poids moléculaire (mais des bactériocines a haut poids moléculaire sont
également produites). C’est leur nature protéique et leur spectre d’inhibition étroit qui les
distingue des antibiotiques (De Vuyst et Leroy, 2007). Au cours des deux dernieres
décennies, la sécurité alimentaire est devenue un probleme majeur, et de grands efforts ont
été fournis pour identifier des bactériocines qui inhibent la croissance des germes

pathogenes et nuisibles. Pour I’utilisation dans I’aliment la bactériocine doit étre:

Stable a la chaleur.

Stable a I’acidité.

Résistante aux protéases qui se trouvent dans I’aliment.
Active pendant une période prolongée.

En activité au pH de I’alimentation (4,5 a 7,0).

Avoir un effet bactéricide que bactériostatique.

SR NN N NN

Un large éventail d’hétes, en inhibant plusieurs agents pathogenes et nuisible (Fox
et al, 2000).

Les bactériocines sont réparties en trois classes (Cleveland et al ,2001) :
1. Les bactériocines de classe | ou lantibiotiques (lanthionine containing antibiotic).
2. Les bactériocines de classe Il

3. Les bactériocines de classe |1
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11 Les ferments lactiques

111.1. Définition

Un ferment est une préparation microbienne d’un grand nombre de cellules, d’un seul
microorganisme ou plus. Les ferments lactiques constituent un groupe diversifié de bactéries

lactiques qui ont néanmoins un certain nombre de caractéristiques communes (La montagne et

al., 2010). lls sont ajoutés a une matiere premiére pour produire un aliment fermenté en

accelérant et en orientant son procéde de fermentation (Leroy et De Vuyst, 2004).

Aujourd’hui, les producteurs d’aliments fermentés ont le choix d’acheter des levains préts
a I’emploi, sous forme concentrée, ou de procéder eux-mémes a la propagation des souches dans
I’usine. La solution la plus employée reste I’utilisation de levains commerciaux en inoculation
directe (Hansen, 2002).

On distingue deux catégories principales de ferments:
— Ferments artisanaux

Tous les ferments disponibles, généralement, sont dérivés des starters artisanaux de composition

non définie (contenant un mélange de différentes souches et/ou especes non
définies) (Brusetti et al., 2008).

La production de telles cultures, aussi définies comme « ferments naturels » est derivee
d’une pratique antique déenommeée “ back slopping’” (I'utilisation d'un vieux batch d'un produit
fermenté pour inoculer un produit neuf) et/ou par l'application des pressions sélectives
(traitement thermique, température d'incubation, baisse de pH) (Carminati et al, 2010).

- Ferments commerciaux

Les ferments commerciaux sont en général commercialisés sous forme lyophilisée et
peuvent étre utilisés pour I’inoculation directe de la cuve de fermentation ce qui évite la
contrainte de la propagation sur place. Ces ferments sont développés en grands volumes a partir
d’une culture initiale définie ou non définie, concentrée et ensuite congelée ou lyophilisée pour

le stockage et la distribution (Robinson, 2002).
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I11.2. Types de ferments lactiques

Les ferments lactiques peuvent étre classés en se basant sur leur fonction, leur température

de croissance, ou leur composition (Carminati et al, 2010).
111.2.1. Selon la composition

Selon la fédération internationale de laiterie (1997), les ferments lactiques peuvent étre
classés en trois catégories (Wouters et al, 2002 ; Monnet et al, 2008) :

- Les ferments purs : constitués d'une souche d'une seule espéce bien caractérisée, c'est-a dire une

culture provenant en principe d’une seule cellule bactérienne.

- Les ferments mixtes : ils sont formées d'un mélange de souches en nombre et en proportions
indéfinis, ces souches appartiennent aux différents types lysotypiques et ont donc, en général,

une bonne activité acidifiante.

- Les ferments mixtes sélectionnés : contiennent plusieurs souches bien définies, issues d'une ou
de plusieurs espéces et les proportions entre les souches sont connues et définies selon le cahier
des charges de l'utilisateur.

111.2.2. Selon la température de croissance

Les ferments lactiques sont, selon les productions industrielles a réaliser, des ferments

mésophiles et des ferments thermophiles :
> Ferments mésophiles

Les bactéries lactiques qui constituent ces ferments ont une température optimale de
croissance qui varie selon les souches entre 25°C et 30°C et peuvent atteindre une température
maximale de fermentation de 38°C a 40°C. lls sont constitués essentiellement des espéces
acidifiantes (Lactococcus lactis SSP. lactis, Lc. lactis SSP. cremoris) et des especes aromatisants
(Lc. lactis SSP. lactis biovar. diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides SSP. cremoris). Les
ferments mésophiles sont habituellement utilisés dans la fabrication de plusieurs variétés de
fromages, en particulier les fromages frais, de certains laits fermentés et du beurre (Chamba,
2008 ; Carminati et al., 2010).
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> Ferments thermophiles

Ils comprennent les lactobacilles, les bifidobacteéries et I’espéce Streptococcus thermophilus.
Leur température optimale de croissance se situe entre 40°C et 50°C. Les ferments thermophiles
sont souvent utilisés pour la fabrication des yaourts, certains laits fermentés et quelques
fromages a pate cuite tels que ’Emmental et le Gruyére (Mayra-Makinen et Bigret, 2004 ;
Carminati et al., 2010).

I11.3. Les cultures mixtes des bactéries lactiques

Dans la pratique industrielle, les bactéries lactiques sont tres souvent associées, soit entre
elles, soit avec d'autres microorganismes (bactéries non lactiques, levures ou moisissures)
formant des cultures mixtes ou différents types d’interactions peuvent se produire. L'ensemble de
ces interactions gouverne la structure des communautés microbiennes et leurs activités. On les
classe en deux catégories : les interactions positives qui se caractérisent par la stimulation d’un
ou de plusieurs micro-organismes et les interactions négatives qui correspondent & une inhibition

de la croissance et de I’activité métabolique (Cholet, 2006 ; Monnet et al , 2008).
111.3.1. Les interactions positives

Quand on parle d’interactions positives, on différencie le commensalisme ou I’un des
partenaires est stimulé par la production d’une substance essentielle ou par la destruction d’un
facteur inhibiteur, du mutualisme ou, dans ce cas, I’interaction est bénéfique aux deux
partenaires (Cholet, 2006).

111.3.2. Les interactions négatives

Il existe divers mécanismes d’inhibition des micro-organismes entre eux. Si I’inhibition
intervient par la production de substances inhibitrices et si un seul des deux micro-organismes
est inhibé par I’autre, il convient de parler d’amensalisme. En revanche, si les mécanismes
d’inhibition sont réciproques, il s’agit alors d’un phénomeéne de compétition. Cette compétition
peut s’exercer vis-a vis de I’espace disponible (inhibition de contact) et/ou de la disponibilité en

substrats.

L’antagonisme désigne une lutte réciproque des deux populations par la production de molécules

inhibitrices, géneralement spécifiques (Cholet, 2006 ; Monnet et al, 2008).
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I11.4. Criteres de sélection des ferments lactiques

La sélection des ferments lactiques s’appuie sur de nombreux critéres afin de répondre a la
fois aux spécifications demandées par I’utilisateur et aux contraintes imposées par le producteur.
Ces critéres relevent éventuellement des fonctionnalités technologiques des souches, de leur
performance et de leur sécurité. lls different selon le type de produit désiré, les caractéristiques

des matieres premieres a transformer et la technologie appliquée (Beéal et al., 2008).
111.4.1. Critéres de sécurite

Les bactéries susceptibles d'étre produites et utilisées comme ferments lactiques ne doivent
évidement pas présenter de caractéere pathogéne et ne pas générer de substances toxiques. C’est
le cas de la plupart des espéces de bactéries lactiques, qui possédent le statut GRAS (Generally
Recognized As Safe) a I’exception de certains entérocoques (Ammor et al, 2006 ; Monnet et al,
2008).

111.4.2. Aptitudes technologiques

Les progres effectués dans la connaissance des bactéries lactiques ont mis en évidence une
grande diversité d'especes et de souches, ainsi qu'un tres large éventail de propriétés, allant bien
au-dela du potentiel acidifiant. Ainsi, deux souches d'une méme espece peuvent manifester des
propriétés extrémement différentes. A cela, s'ajoutent d'autres facteurs plus spécifiques du
contexte industriel. C'est le cas des associations de plusieurs souches, réalisées afin de constituer
des ferments susceptibles de générer I'ensemble des propriétés requises pour I'élaboration d'un
produit, ou des interactions de ces souches avec différentes matrices alimentaires qui
correspondent a autant de milieux de culture particuliers. Tout ceci complique fortement la mise

en ceuvre et la maitrise des bactéries lactiques dans les aliments (Corrieu et Luquet, 2008).
111.4.2.1 Activité acidifiante

L’activité acidifiante est I’'une des principales fonctions des bactéries lactiques dans la
fabrication des produits fermentés, les bactéries lactiques 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 especes ou mélanges d'especes différentes va permettre d'obtenir l'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). —_—
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Les conséquences, d’ordre physico-chimique et microbiologique, peuvent se résumer ainsi par
(Béal et al, 2008) :

—Accumulation d’acide lactique participant & la saveur des aliments fermentés ;
—Abaissement progressif du pH des milieux de culture et des matrices alimentaires ;
—Limitation des risques de développement des flores pathogéne et d’altération dans les
—produits finaux ;

—Déstabilisation des micelles de caséines, 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).
111.4.2.2 Aptitude protéolytique

La protéolyse joue un rdle clé dans plusieurs processus biologiques chez les bactéries
lactiques: nutrition azotée, activation de protéines et dégradation de protéines. La machinerie
protéolytique des bacteries lactiques est constituée d'un ensemble d'enzymes qui hydrolysent des
oligopeptides et de ce fait, produisent les substances responsables de la flaveur et de la texture
des produits fermentés (Ammor et al, 2005). Elles possedent un systeme protéolytique
complexe qui assure leur croissance dans des milieux a faibles concentrations en acides aminés

libres et oligopeptides comme le lait (Vasiljevic et al, 2005).

La croissance jusqu’a des densités cellulaires permettant aux bactéries lactiques d’assurer
les fonctions de fermentation repose sur un systeme protéolytique capable de satisfaire tous les
besoins en acides aminés en hydrolysant les protéines. Les bactéries lactiques démontrent des
potentialités différentes, liées a leur équipement enzymatique, pour I’utilisation de la fraction
azotée. Les lactobacilles présentent généralement une activité protéolytique plus prononcée que
les lactocoques (Donkor et al, 2007 ; Monnet et al, 2008 ; Roudj et al, 2009).
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111.4.2.3 Activité lipolytique et formation de substances aromatiques

Les activités lipolytique jouent un réle important dans la formation des substances
aromatiques des produits transformés, bien que parfois, elles soient a l'origine d'altérations. Les
propriétés lipolytique sont généralement faibles chez les bactéries lactiques, les lactocoques sont
considérés comme plus lipolytique que Streptococcus thermophilus et les lactobacilles. Elles

peuvent cependant présenter un intérét pour certaines applications fromageéres (Béal et al, 2008).

D’une maniére générale on distingue les estérases qui hydrolysent de facon préférentielle
les esters formés avec les acides gras a chaine courte (C2-C8) et les lipases qui sont actives sur
des substrats émulsifiés contenant des acides gras a chaine longue (>C8), ces enzymes sont
impliquées dans I'nydrolyse de mono, di, et triglycérides (Béal et al, 2008 ; Serhan et al, 2009).

111.4.2.4 Aptitude aromatisant

Les bactéries lactiques sont capables de produire de nombreux composés aromatiques (tels
que : l'a-acétolactate, l'acétaldéhyde, le diacétyle, I'acétoine et 2,3-butane diol, I’éthanol,
I’acétate, le formiate, ...etc.) principalement a partir du lactose, du citrate, des acides aminés et
des matiéres grasses. Cette fonctionnalité est particulierement importante lors de I’élaboration
des laits fermentés, des fromages frais, cremes et beurre, dont I’ardme principal est lié a cette
activité microbienne (Bourgeois et Larpent, 1996 ; Gerrit et al, 2005 ; Cholet, 2006).

111.4.2.5 Aptitude texturant

La capacité des bactéries lactiques a synthétiser des exopolysaccharides (EPS) joue un réle
important pour la consistance et la rhéologie des produits transformés. Les Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus et Streptococcus thermophilus produisant des EPS sont utilisés dans la fabrication des
yaourts, ceci afin d’améliorer la texture, éviter la synérese et augmenter la viscosité des produits
finis. L’utilisation des EPS produits par les souches Lc. Lactis SSP. Cremoris est tres
prometteuse pour la structure et la viscosité des produits laitiers fermentés (Leroy et De Vuyst,
2004 ; Ho et al. 2007).

La plupart des bactéries lactiques synthétisent les polysaccharides. Certains se trouvent a
I’intérieur de la cellule, d'autres sont des composants de la paroi. Un troisieme groupe de
polysaccharides est excrété a I'extérieur de la cellule d’ou vient le terme "exopolysaccharides”
(EPS) (Topisirovic et al., 2006).
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Dans le cas des deux bactéries du yogourt : Streptococcus thermophilus et Lactobacillus
delbrueckii subsp. Bulgaricus. La production d’EPS est régulée par plusieurs génes au niveau
chromosomique (Cerning, 1995). Genéralement, pour les bactéries thermophiles, la production

d’EPS est associée a la croissance bactérienne (Petry et al, 2003).
111.4.2.6 Activité antimicrobienne

Les propriétés antimicrobiennes des bactéries lactiques peuvent étre associees a de
nombreux éléments. Elles résultent de I’effet combiné de différents facteurs biologiques

provenant de leurs activités metaboliques (Liu, 2003).

Les bactéries lactiques produisent une variété de composés antimicrobiens qui sont utilisés dans

la fermentation et la bio conservation des aliments (Labioui et al., 2005).

Les acides organiques, comme I’acide lactique, I’acide acétique ou I’acide propionique, élabores
lors de la fermentation des glucides, peuvent inhiber des levures, des moisissures et des
bactéries.

Le peroxyde d’hydrogene produit par les bactéries lactiques s’accumule dans
I’environnement et peut inhiber certains microorganismes. Les bactéries lactiques
hétérofermentaires synthétisent du dioxyde de carbone comme métabolite secondaire. Son
accumulation dans le milieu extérieur crée une anaérobiose qui s’avére toxique pour certains
microorganismes aérobies présents dans I’aliment. Le diacétyle peut inhiber la croissance des
bactéries a Gram négatif, des levures et moisissures (Alakomi et al., 2000 ; Ammor et al.,
2006).

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont des substances antimicrobiennes
de poids moléculaire variable. Elles ont une activité inhibitrice dirigée contre les bactéries
proches de la souche productrice et leur spectre d’action est généralement étroit. Les plus
connues sont : la nisine, la diplococcine, I’acidophiline et la bulgaricane (Ogunbanwo et al.,
2003 ; Dortu et Thonart, 2009).

La plupart des bactériocines produites par les bactéries lactiques partagent le méme mode
d’action, basé sur la formation de pores dans la membrane de la bactérie cible (De Vuyst et
Leroy, 2007 ; Kumari et al., 2009).
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111.4.2.7 Performance

La selection d’un ferment lactique doit prendre en compte des critéres de performance des

bactéries.
Les bactéries devront répondre a certaines des spécificités suivantes (Béal et al., 2008) :
Résistance aux bactériophages et aux traitements mécaniques ;

-Tolérance aux inhibiteurs de croissance (antibiotiques, chlorure de sodium, saccharose, l'acidité,

I'éthanol et la température élevée) ;

Aptitude a la congélation ou a la lyophilisation et a la conservation ;
Comportement en présence d'oxygene ;

Croissance a des températures non optimales ;

Compatibilité avec d'autres souches ;

Facilité d'emploi.
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Matériels et méthodes :
1. Objectif :

X Les objectifs de cette étude se basent autour des points suivant :
. Isolement des bactéries lactiques a partir de différents échantillons de lait de chevre

cru de la région Ouest d’Algérie (Mostaganem) ;

. L’étude des caractéristiques phénotypiques, physiologiques et biochimiques des
isolats ;
. L’identification phénotypique, physiologique, et biochimique des bactéries lactiques

thermophiles et mésophiles a partir du lait cru de chevre ;
. Recherche des propriétés technologiques des isolats.
2. Lieu et période d’étude :

L’intégralité de ce travail a été realisé au laboratoire de microbiologie de I’université de
Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem durant une période de deux mois allant du 02 mai
jusqu’au 04 juillet 2016.

3. L’échantillonnage et techniques de prélevement de lait :
Les échantillons de laits ont été aseptiqguement prélevés a partir des chevres des regions
de Mostaganem (Kheire-Eddine, Achaacha et Sidi Ali). Le pis et la mamelle ont été nettoyés a
I’eau javellisée. La traite est réalisée aprés lavage soigné des mains et aseptisation. Le lait a
été recueilli dans un flacon en verre de 250ml stérile, aprés avoir éliminé quelques jets,
conservé dans une glaciere et acheminé directement au laboratoire pour analyse.

Les échantillons ont été soigneusement étiquetes (lieu et date de prélevement....).

Tableau 05 : Lieu, date de prélevement du lait cru de chevre de région de Mostaganem :

Lieu Date de prélévement
Kheire-Eddine 05 Mai
Achaacha 04Mai
Sidi Ali 04Mai
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4. Caractéristiques organoleptiques du lait de chevre collecté :

Les tests portent sur I’appréciation du gout de la couleur et de I’odeur. L’objectif est de
déterminer le profil organoleptique de chacun des types de lait des chévres, et de procéder a
une comparaison de leur qualité hédonique.

5. Analyses physico chimiques :
5.1 Mesure de pH :

La valeur du pH a une importance exceptionnelle par I‘abondance des indications
qu’elle donne sur la richesse du lait en certains de ces constituants, sur son état de fraicheur
ou sur sa stabilité (Mathieu, 1998).

5.2 Determination de I’acidité titrable :
L’acidité peut titrée de facon précise a I’aide de la soude Dornic (N/9).

On introduit 10 ml de lait dans un bécher de 100 ml en présence de 0,1 ml de
phénolphtaléine a 1% dans I’alcool a 95%. La soude Dornic (N/9) est rajoutée (a la burette)
jusqu’au virage au rose pale. La coloration rose doit persister au moins 10 secondes
(Guiraud, 1998).

6. Isolement et purification des souches :

6.1 Isolement:
L’isolement des bactéries lactiques est fait aprés incubation a37°C jusqu’a coagulation.
6.1.1 Lesdilutions:
Aprés homogénéisation du lait de chévre cru, on effectue des dilutions décimales qui vont
en générale de 10! jusqu’a 10°.
On prélever a partir des dilutions 0,1 ml qu’on étale en surface sur milieu (MRS ou M17) les
boites sont incubées a 37°C pendent 24 heures.
6.1.2 Techniques d’isolement :

L’isolement a été realisé sur gélose M17 et MRS préalablement coulée et solidifiée dans
des boites de Pétri, en portant 0.1ml des dilutions a la surface du milieu suivi d’un étalement.
L’incubation est faite a 37°C pendant 24h a 48h (Idoui et al. 2009).

6.3. Purification :
Afin de purifier les souches, des repiquages successifs sont effectuées sur les bouillons
(MRS ou M17) et gélose (MRS ou M17). La purification des souches consiste a les

ensemencer en stries sur des boites de Pétri coulées avec des milieux MRS (solide). Les
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boites sont ainsi incubées a 37°C pendent 24 h. L’opération est répétée jusqu’a I’obtention

des colonies pures.

1ml 1 ml 1 ml 1m

@@@@@

Lait cru de chévre 101 10 2 10 -3 10 10°° 06

Ensemencement sur /

Géloses MRS et Ml?i i

O~

O |

Repiquage sur bouillons MRS et M17

Ensemencement sur gélose Y \I/ j/

MRS et M17 F ﬁ F ﬁ F

Colonies pures Colonies pures Colonies pures

Conservations, tests biochimiques et tests physiologiques

Figure 02 : Diagramme d’isolement des souches lactiques
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7. Caractérisation et identification des souches lactiques :

Aprés avoir obtenu des cultures homogenes, plusieurs tests ont été réalisés pour
I’identification des souches :

- Les méthodes classiques d’identification des souches décrites par plusieurs auteurs tels que
Bourgeois et Leveau se basant sur I’étude des caracteres morphologiques et biochimiques, ont
été reprises dans se travail.

- Il existe d’autres tests plus récents et plus précis ou sont utilisées des techniques
moléculaires et génétiques (Marconi et al, 2000).

7.1 Etude morphologique :

Cette étude est basée sur I’observation macroscopique et microscopique.

7.1.1 Examen macroscopique :

Ce test permet de mettre en évidence la morphologie de colonie obtenue sur des milieux
solides, il s’agit d’une observation a I’eil nu qui consiste a déterminer les paramétres
suivants (Taille, couleur et forme des colonies).

7.1.2 Examen microscopique :

On utilise le microscope optique pour déterminer par la suite la forme et la disposition
des cellules bactériennes ; ainsi que leur type de Gram (Gram+ pour les bactéries lactiques).
7.1.3 Coloration de Gram :

La coloration de Gram est effectuée sur frottis. Elle permet de distinguer deux types de
bactéries, les bactéries Gram négatifs (G-) et les bactéries Gram positives (G+). Celles-ci
different de part la composition de leur paroi, notamment par I’épaisseur du peptidoglycane,
par la présence d’une membrane externe (Larpent, 1990).

Les bactéries lactiques sont des bactéries & Gram positif, elles fixent le violet de Gentiane.
8. Tests physiologiques :
8.1 Recherche de catalase :

La catalase est une enzyme qui dégrade I’eau oxygénée (H202) en eau métabolique (H20)
et oxygeéne (02). On émulsionne dans une goutte d’eau oxygénée, déposée sur une lame
propre, une colonie bien distincte. La réaction chimique de dégradation d’eau oxygénée

s’établit comme suit :

2H202 catalase > 2H20 + O2
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8.2 Test de croissance en différente températures :

L’ aptitude a la culture est testée a 22°C, 37°C et a45°C en ensemencant des tubes de
bouillon M17 et MRS. Ce test est important car il permet de distinguer les bactéries lactiques
mésophiles des bactéries lactiques thermophiles (Leveau et al, 1991). Les tubes sont
examinés au bout d’un délai de 24 heures, la croissance est appréciée par I’apparition de
trouble.

8.3 Test de croissance en déférentes pH : (pH=9,6 ; pH=6,5; pH=5)
8.3.1 Lacroissance a pH=9.6:
Le but de ce test c’est de différencier entre Enterococcus et Streptococcus thermophilus.
Aprés ensemencement dans le milieu MRS a pH=9,6. La culture est incubée a 37°C pendant
24h. La croissance se traduit par I’apparition d’un trouble dans le tube.
8.3.2 Lacroissance a pH=5:
Il permet d’identifier le genre Lactobacillus. On refait les mémes étapes que celles
décrites a pH=9,6. La croissance se traduit aussi par I’apparition d’un trouble dans le tube.
8.4 Test de thermorésistante :
Ce test permet d’isoler ou identifier les souches résistantes a une température de 60°C
pendant 30 minutes.
Les souches sont inoculées en milieux liquides (MRS ou M17), la culture bactérienne doit étre
jeune et pure.
Les tubes sont introduites dans un bain marie a 60°C pendant 30 minutes, puis incubés a 37°C
durant 24 a 48 heures.
Un résultat positif se traduit par un trouble (De Roissart et al, 2006)
Seules les souches thermophiles poussent, contrairement aux souches mésophiles qui sont
incapables de se developper.
8.5 Croissance en milieu hypersalée :
Les cultures a tester ont été ensemencées sur bouillon hypersalée a 6.5% de NaCl.
Les tubes sont incubés a 37°C pendant 24 heures.
Les Lactocoques lactiques sont incapables de survivre dans ce milieu.
8.6 La croissance sur le lait de Sherman :

L’aptitude des souches lactiques a croitre en présence d’un inhibiteur (bleu de
méthyléne) éte testé a 0,1% et 0,3% ; le milieu utilisé est le lait écrémé stérilisé contenu dans
tubes a essais de 9 ml ; Iml d’une solution de bleu de méthylene a 1% stérile (pour lait a 0,1%

de BM) et 1ml d’une solution de bleu de méthylene a 3% stérile (pour obtenir un lait a 0,1%
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de BM) sont ajoutés dans chaque tube. Le milieu est ensemencé avec les souches a tester et
incubé a 37°C durant 48 heures.

Le bleu de méthyléne tire sa couleur grace a I’oxygene, ce test porte toujours sur le
systéeme respiratoire  des Lactocoques, car vu que se sont des microaérophiles, ils ne vont
utilisés qu’une partie de I’oxygéne présent dans le méthylene (0.1%) et de ce fait la couleur du
lait (bleu) virera ver le blanc. Seul certain espéces sont capable de ce développer (Guiraud ;
1998).

9. Tests biochimique :
9.1 Recherche de I’arginine di hydrolase (ADH)

Ce test est intéressant dans la caractérisation des bactéries lactiques. Cette enzyme
ayant I’aptitude de libérer I’ammoniac et la citrulline a partir de I’arginine. Il s’applique de la
facon suivante :

Dans chaque tube a essais, on introduit 1ml d’une culture jeune a laquelle on ajoute quelques
gouttes d’arginine en ampoules.

Aprés I’incubation a 37°C pendant 24h, les souches d’arginine positifs catabolisent I’arginine
et libérent I’ammoniac (NH3) et empéchent le virage de la couleur au jaune (Guiraud, 1998).
9.2 Production de I’acétoine: (Acétyle-Methyle-Carbinol) :

Sur milieu de Clark et Lubs, et aprés ensemencement des souches et incubation a 37°C
pendant 24 a 48 h. La production de I’acétoine est testée par la réaction de Vogues-
Proskauer(VP) est s’applique de la fagon suivante :

Dans un tube a essai on introduit 1ml de la culture a tester, on ajoute 5 gouttes du réactif VVPI
(solution de soude NaOH al16% dans I’eau distillée) et le méme volume du réactif VPIl  (« -
naphtol & 6% dans I’alcool a 95%).

On agite soigneusement les tubes et laisse reposer 5 a 10 min a température ambiante.

Le test positif se traduit par I’apparition d’un anneau rose a la surface du milieu, aprés 10 min.,
(Guiraud, 1998).

9.3 Recherche du type fermentaire :

Ce test permet de classer les bactéries en Héterofermentaire ou homofermentaire. On
ensemence abondamment un tube de 10 ml de bouillon MRS ou M17 dans le milieu on
introduit une cloche de Durham, le dégagé par les bactéries hétérofermentaires s’accumule
dans la cloche aprés I’incubation & 30°C pendant 24h a 48h (Garvie, 1986).
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9.4 Production de dextrane :

On utilise le milieu : Mayeau, Sandine et Elliker, 1962 (la composition du milieu en
annexe). La production du d’extrane a partir du saccharose est mise en évidence sur milieu
solide MSE (Mayeux et al, 1962). Les souches productrices de dextrane sont caractérisées
par la formation des colonies larges, visqueuses et gluantes.

9.5 Etude du profil fermentaire (fermentation des sucres) :

L’étude du profil fermentaire des souches est effectué par ensemencement des souches
lactiques dans des tubes contenant le milieu de base pour fermentation (MRS bouillon
contenant du pourpre de bromocrésol BCP comme indicateur de pH) dans lequel on ajoute du
sucre et enfin un couche de I’huile de paraffine.

Apres 24-48 heures d’incubation a 37°C, tous les sucres fermentés virent au jaune c'est-a-dire
le virage de la couleur au jaune, désigne I’utilisation du sucre par les bacteéries.
10. Identification par la galerie Api 20 Strep:

Les galeries Api 20 Strep permettent une identification des bactéries lactiques au niveau
de I’espéce et méme parfois de la sous-espéce sur la base de la fermentation des sucres
différents.

La galerie Api 20 Strep est constituée de 20 micro-tubes permettant I’étude de la fermentation
de substrat, appartenant a la famille des hydrates de carbone et dérivés (hétérosides,
polyalcools, acides uroniques).

10.1 Préparation des galeries Api 20 Strep:

Chaque galerie Api 20 Strep est constituee de 1 bandes comprenant chacune 20 tubes
numeroteés.

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 atmosphére humide.

e Sortir la bande de leur emballage, et les déposer dans le fond de la boite d’incubation.
10.2 Préparation de I’inoculum:
e Cultiver les bacteries sur un milieu adapté a sa croissance

e Apres 24 h d’incubation, préparer I’inoculum dans le milieu de I’ Api 20 Strep.
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.10.3 Inoculation des galeries:
Répartir la suspension bactérienne a I’aide d’une pipette stérile dans les 20 tubes de la galerie
en se conformant aux précautions suivantes:
e Incliner Iégérement vers I’avant la boite d’incubation.
e Eviter la formation de bulles en posant la pointe de la pipette sur le coté de la cupule.
e Lorsque les tubes doit étre inoculés, les cupules sont remplie avec de I’huile de paraffine
stérile.
e Incuber les galeries a la température optimum de croissance de bactéries étudiée. Durant la
période d’incubation, la fermentation des sucres est indiquée par une couleur jaune.
Les résultats sont lus a 24 h d’incubation, apres I’addition des réactifs.
L’interprétation des résultats peut se faire par le logiciel Api Web (Bio Mérieux) pour

identifier les bactéries lactiques.
11 Caractérisation technologique des souches :

11.1 Activité protéolytique

La protéolyse est I'un des processus biochimiques les plus importants impliqués dans la
fabrication de beaucoup de produits laitiers fermentés. La capacité de produire des protéinases
extracellulaires est une caractéristique tres importante des bactéries lactiques. Ces enzymes
hydrolysent les protéines du lait, en fournissant les acides aminés essentiels pour la
croissance. Il est connu que le systeme protéolytique des bactéries lactiques dégrade les
protéines et par conséquent, change la texture, le golt et les ardbmes des produits fermentés
(EI-Ghaish et al., 2011).

Nous avons testé I’activité protéolytique des souches isolées, par utilisation de milieu
YMA (Yeast, Milk, Agar) a concentrations de lait ecrémé 1% (10g pour 1000ml d’eau
distillée). Les bactéries a tester ont été ensemenceées a la surface de ces milieux de cultures a
I’aide d’un inoculateur multipoint, et & incuber le tout a 30°C pendant 24h. Le résultat attendu
est un halo de protéolyse au tour de la colonie bactérienne dont on mesure le diametre pour

évaluer I’intensité de cette action. (Badis et al, 2004).
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11.2 Etude du pouvoir acidifiant des isolats :

L’un des critéres technologiques les plus importants chez les bactéries lactiques, c’est
leur cinétiqgue de production d’acide lactique. L’étude de cette cinétique permet de
différencies ce souches et de les classer selon leurs potentialités a produire de I’acide
lactiques, qui s’avere le critere de base pour une éventuelle utilisation en industrie.
L’acidification est le rdle principal des bactéries utilisées comme ferments. Celle-ci a
différents buts :

— La coagulation du lait(en facilitant I’action de I’enzyme de la présure) et
I’augmentation de la synérése de la caille ;
— La participation aux propriétés rhéologiques du produit final ;
— L’inhibition de la croissance des bactéries nuisibles (Papamanoli et al 2003).
La mesure de I’activité acidifiante consiste a suivre d’une part I’évolution du pH des
différentes cultures en fonction du temps et d’autre part & doser simultanément I’acidité totale

par la soude :

v" Mesure de pH :

Les souches lactiques isolées, sont ensemencées dans des tubes contiennent 9ml de lait

écréme stériles, et incubées a 30°C durant 18 h. Apres homogeénéisation, on vers le contenu de
chaque tube dans des flacons 200ml de lait écrémé stériles. Puis on les incube a 30°C.
La lecture s’effectuées a différentes périodes d’incubation : Oh, 2h, 4h, 6h et 24h. La mesure
de pH et le dosage s’appliquent de la maniere suivante : On préleve 20ml du flacon qu’on
repartit dans deux béchers a raison de 10 ml pour chacun, puis on mesure le pH. (Badis et al,
2004).

v Mesure de I’acidité :
Pour le 2eme bécher de 10 ml de I’échantillon, on ajoute 3 a 4 gouttes de phénophtaléinel%
et on titre avec la soude N/9 jusqu’au virage de la couleur du blanc a la rose pale. Dans ce
moment de changement, on note le volume de la soude écoulée. La couleur rose pal persistant

au moins 10 secondes (Larpent, 1997).
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Expression des résultats

L’acidité est déterminée par la formule :
Acidité (°D) = V NaoH X 10

Ou:

V naor: Volume de NaOH N/9 utilisé pour titrer I’acide lactique contenu dans les 10ml de lait.
°D : Presente 0.1 g d’acide lactique dans L1litre de lait.

La mesure de pH est faite directement par le pH-metre, en plongeant I’électrode dans le
volume du lait. Le pH a été déterminé a chaque fois qu’on procede au dosage de I’acide
lactique.

D’apres les résultats, la courbe d’acidification en fonction du temps peut alors étre tracée
(Bradly et al, 1992).

12. Technique de conservation

12.1 Conservation a court terme

La conservation de courte durée se fait par ensemencement d’une colonie sur gélose
solide inclinée, aprés incubation a 37°C pendant 24h, les géloses sont conservées a 4°C pour
quelques semaines (Saidi et al, 2002).
12.2 Conservation a long terme

Les souches sont congelées a -20°C dans une solution contenant 70% de lait écrémé et
30% de glycérol (Saidi et al, 2002).
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Résultats et discussion:

1. Caractéristique organoleptiques :

Le lait de chévre blanc mat, due a 1’absence de p-Caroténe, contrairement au lait de
vache il a une odeur assez neutre. Parfois en fin de lactation, une odeur caprique apparait

et apres stockage au froid pour acquérir une saveur caractéristique (Goursaud, 1995).
Nos échantillons sont caractérisées par :
- Un aspect homogeéne, ne présente pas de grumeaux.

- Une couleur blanc mat due a I’absence de B-caroténe qui est responsable de la couleur
blanche de la matiere graisse.

-Et une odeur caprique pour E2 (lait de Sidi Ali) par contre les deux échantillons E1 et E3
a une odeur assez neutre. Cette différence de I’odeur de nos éechantillons due a des
déferences du stade de lactation chez la chévre. Ou E2 est traité en fin de lactation et Elet
E3a une odeur assez neutre lorsqu’il est fraichement trait, comme rapporte (Joubert,
1997).

- les trois échantillons de lait analysé possedent une saveur douce.

2. Parametres physico-chimique

2.1 Le pH:

Les valeurs recueillies lors de cette mesure donnent une moyenne de pH échantillons

de lait cru de chévre E1, E2 et E3 qui sont respectivement de 6,5 ; 6,58 et 6,60.

Les pH du lait a la traite peuvent résulter de I’infection de la mamelle de I’animal
(Morgan, 1999), aussi, ceci peut également étre du a une grande influence sur les

variations de pH du lait de chevre (Remeuf et al, 2001).

2.2 Acidité titrable :

Les échantillons de lait analysée dans cette étude, avec une acidité titrable entre 12°D
et 16°D pour les trois échantillons, qu’il s’agit d’un lait de référence au fait que certaines
laiteries exigent la limite d’acception des laits a 16°D. L’augmentation de I’acidité est un
indicateur de la qualité de conservation du lait (Cassinelloc et Pereira, 2001).
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Tableau06: Caractéristiques physico- chimiques effectuées sur les 3 échantillons de lait

analysés.

Echantillons El E2 E3
pH 6.5 6.58 6.60
Acidité (°D) 12 14.3 16

3. Pré identification des isolats :

3.1 Caractérisation macroscopique :

La caractérisation macroscopique, permet de décrire I’aspect des colonies obtenues

sur milieu solide MRS & pH 6,5 aprés 24h d’incubation a 37°C (Anabeien Flozer et al
,2006) et sur milieu M17 a pH 7,2 apres 24h d’incubation a 37°C et de déterminer les

critéres relatifs aux colonies des bactéries lactiques (taille, pigmentation, contour, aspect,

viscosité), pour les isolats testés, on a observé sur milieu solide des petites colonies

d’environ 1 mm de diamétre, de forme lenticulaire de couleur blanchéatres ou laiteuses.

3.2 Caractérisation microscopique :

Apres coloration de Gram I’observation microscopique a révélé que nos souches

lactiques sont Gram positif, les différentes formes observées sont décrites comme suit :

e Des coques disposées en amas, en chaines, et en paires.

¢ Des bacilles disposés en chaines et en paires.

Figure 03 : Aspect des bactéries lactiques sur milieu M17 solide apres incubation & 37°C

pendant 24h on aérobiose
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4. Pré identification des bactéries lactiques

4.1. Etude morphologiques
4.1.1. Aspect macroscopique

L’examen macroscopique sur milieu MRS ou M17, montre la présence des colonies
de différentes tailles, de couleur blanchatre, créme, et de forme circulaire a contour régulier

avec un diameétre qui varie entre 0.1 et 0.5 mm.
4.1.2. Aspect microscopique

Les souches K1, K2,K3,K11,K10,K13,51,52,S6,A2 et A7 sont des cocci, par contre,
les souches K4, K6, K7, K8, S3, S4, S5, A3 et A5 sont des batonnets Gram positif et
catalase négative, le mode d’association varie d’une souche a I’autre. 1l est explique dans le
tableau 08, ces observations permettent de classer initialement les isolats selon le Gram,

leurs morphologies cellulaires et leur mode d’association (Joffin et Leyral, 1996).

Bacille Cocci

Figure 5: Observation microscopique aprés coloration de Gram au grossissement x100.
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Tableau 07:Critéeres morphologiques des bactéries lactiques isolées a partir de lait de chevre

Souches Gram Catalase Forme Mode d’association

K1 + - Cocci Isolées

K2 + - Cocci Isolées

K3 + - Cocci Diploides

K11 + - Cocci En chaine

K4 + - Bacille Isolées

K6 + - Bacille En chaine

K7 + - Bacille Diploides .isolées
K8 + - Bacille Isolées

K10 + - Cocci En chaine

K13 + - Cocci En chaine

S1 + - Cocci Isolées

S2 + - Cocci Isolées

S3 + - Bacille Diploides

S4 + - Bacille Isolées

S6 + - Bacille Isolées

S5 + - Bacille Diploides. Isolées
A2 + - Cocci En chaine

A3 + - Bacille Isolées

A5 + - Bacille Diploides. Isolées
A7 + - Bacille Isolées

5. Les tests physiologiques
5.1 Recherche de catalase :

Les résultats de ce test ont révélé que toutes les souches isolées sont catalase négatives.
5.2 La Croissance a différents pH :

La croissance a différents pH (5, 6.5, 9.6) milieu MRS se traduit par un trouble
bactérien visible a I’eeil nu, on obtient les résultats suivants.
La croissance des souches a pH 5 a été marqué positif (+) pour les souches k6, k7, k8, k13,
S3, S4, S6 et S5.
A pH 6.5, nous avons noté que toutes les souches poussent a cette valeur de pH ; alors qu’a
pH 9.6 toutes les souches poussent, sauf k1, kllet S6.
Les souches k6, k7, k8, k13, S3, S4 et S5 sont capables de pousser dans les trois pH a
savoir 5, 6,5et 9,6.
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pH=5 pH=6.5 pH=9.6

Figure 06: La croissance a différents pH.

5.3 Lacroissance aux différentes températures :

Les variations de température d’incubation pour les différents isolats est un critére
physiologique de sélection pour I’identification et la mise en évidence des aptitudes
biotechnologique (Tableau 07). Les résultats de ce test permettent de distinguer entre

souches mésophiles qui poussent a 30°C, psychrophiles qui poussent a 22°C et celles qui se

développent a 45°C et donc thermophiles.
Les souches K3, K6, K10, S2, S4, S5, A2, A3 et A5 poussent bien a 22°C et 30°C et ne
poussent pas a 45°C qui sont de type mésophiles. Les souches K1, K2, K11 K4, K7, K8,
K13, S1, S3, S6 et A7sont capables de croitre a 45°C donc sont de type thermophile.

T=22°C T=30°C T=45°C

Figure 07 : La croissance a différentes températures

T : Témoin
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5.4 Test de la thermorésistance :

La thermorésistance est un caractere physiologique permettant de distinguer entre les
souches pouvant tolérer une température de 60°C pendant 30 min de celles qui en sont
incapables (Tableau08).

Le résultat positif se traduit par un trouble. Seules les souches thermophiles (S3, S6, S5)

poussent, contrairement aux souches mésophiles qui sont incapables de se développer.

Figure 08: La thermorésistance

5.5 Croissance en milieu hypersalée :
C’est un milieu hostile pour la plupart des bacteries, celles qui le toleérent peuvent y pousser.
Apres incubation la tolérance est marquée par un trouble dans les tubes.
Les résultats ont révélé que les souches K1, K2, K4, K6, K10, S2, S5, A3, A5 ont pu

résister a cette concentration de NaCl 6,5%.

Figure 09 : La croissance en milieu hyper salé (NaCl 6,5%)
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Tableau 08: Croissance a déférentes pH et déférentes température

pH Température
Souches 6.5 9.6 22°C 30°C 45°C
K1 + - + + + Ther
K2 - + + + + Ther
K3 + + + + - Méso
K11 + - + + + Ther
El | K4 + + + + + Ther
K6 + + + - - Méso
K7 + + + + + Ther
K8 + + - + + Ther
K10 + + - + - Méso
K13 + + + + + Ther
S1 + + + + + Ther
S2 + + + + - Méso
E2 |S3 + + + + + Ther
S4 + + + + - Meso
S6 + - + + + Ther
S5 + + + + - Meso
A2 + + + + - Meso
E3 | A3 + + + + - Méso
A5 + + + + - Meso
A7 + + + + + Ther

Ther : Thermophile

Méso : Mésophile

5.6 La croissance dans le lait de Sherman :

Un bleu de méthylene oxydé garde sa couleur bleu, une fois réduit il perd sa couleur
par gain d’électrons faisant apparaitre la couleur blanche originale du lait, généralement,
les tubes ont gardé une couleur bleu, ce qui nous oriente vers des souches micro aérophiles
n’ayant utilisé qu’un petit volume d’oxygeéne présent dans le milieu (Leveau et al, 1991).
Les résultats obtenus par la suite, dans un lait écrémeé stérilisé contenant le bleu de
méthyléene, ont montré que les souches K1, K2, K3, K11, K8, K10, K13, S1, S2, A2, A3,
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A5, A7 sont capables de croitre en présence du bleu de méthyléne 1% a I’exception de K4,
K6, K7, S3, S4, S6, S5.

Figure 10: La croissance sur lait de Sherman1%

Le résultat pour le lait de Sherman 3% montre que les souches K1, K3, K11, K10, S1, S2,
S6, A2, A3, A5 et A7sont capables de pousser, alors que les souches K2, K4, K6, K7, K8,
K11, K13, S3, S4 et S5 sont incapables de pousser en présence du bleu de méthylene 3%.

Figure 11 : La croissance dans le lait de Sherman 3%

Tableau 09: Test de thermorésistance et de NaCl 6.5% et La croissance sur lait de Sherman

Lait de Sherman
Souches | Thermorésistance | NaCl 6.5% | Coagulation1% Coagulation3%
a60°C

K1 - + + +

K2 - + + -

K3 - - + +

K11 - - + +

K4 - + - -

K6 - + - -

K7 - - - -

K8 - - + - o
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K10 - +
K13 - -
S1 - +
S2 - +
S3 + -
S4 - -
S6 + +
S5 + -
A2 - +
A3 - +
A5 - +
A7 - +

6. Les tests biochimiques

6.1 Recherche de I’arginine di hydrolase (ADH) :

La mise en évidence de I’arginine dihydrolase se traduit par le virage de I’indicateur

de pH du jaune vers le violet par libération d’ammoniac, pour un test négatif la couleur

reste jaune due a I’acidification par fermentation du glucose, notons bien qu’au départ le

milieu était violet.

6.2 La production d’acétoine:

Figure 12 : L’arginine di hydrolase (ADH).

La production d’acétoine est testée sur milieu Clark et Lubs (FIL, 1996).

A partir de la figure 13, on constate que tous nos isolats ne produisent pas I’acétoine sauf les
souches K3, S2, A5. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 11.

Les isolats de lait cru de chévre :

Milieu jaune =>absence d’acétoine =>test du VP négatif pour nos isolas lactiques.

Milieu rouge =>présence d’acétoine =>test du VP positif pour nos isolas lactiques.
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Figure 13 : Production d’acétoine
6.3 Recherche de type fermentaire :

Les souches isolées et testées sont toutes homofermentaires, aucune production de gaz

dans les cloches n’a été enregistrée, voir la figurel4.

Figure 14: Test de type fermentaire
6.4 Production de dextrane :
Le test de dextrane s’est révélé négatif pour I’ensemble des souches isolées.
6.5 Etude de la fermentation des sucres :
La détermination des espéces bactériennes réside essentiellement dans leur capacité a

fermenter les sucres en acide organiques. L’analyse des profils fermentaires révele une
grande diversité métabolique chez les isolats.

Figurel5 : La fermentation des sucres de souche K13




Tableau 10 : Profil fermentaire des souches isolées
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Souches Glu Gly Fruc Suc Mal Sac Xyl
K1 + + + + + + +
K2 + - + + - + -
K3 + - - + + + -

K11 - + + + + + +
K4 + + + + + + -
K6 + + + + + + -
K7 + + + + + + -
K8 + + + + + + +

K10 + + + + + + +

K13 + + + + + + +
S1 + + + + + + +
S2 + + + + + + +
S3 + + + + - + -
S4 + - + + + + -
S6 + - + + - + -
S5 + - + + + + -
A2 + - + + + + +
A3 + - + + + + +
A5 + + + + + + +
A7 - + - + + + -

+ : Réaction positive ; - : Réaction négative

Glu : Glucose ; Gly : Glycérol ; Fruc : fructose ; Suc : Sucrose ; Mal : Maltose ; Sac :
Saccharose ; Xyl : Xylose.
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Tableau 11: Type fermentaire, acétoine et I’arginine di hydrolyse :

Souches | Homofermentaire | Hétérofermentaire Acétoine ADH
K1 + - - +
K2 + - - +
K3 + - - +

K11 + : n "
K4 + - - -
K6 + - - -
K7 + - - -
K8 + - - -

K10 + - - n

K13 + - - -
S1 + - - +
S2 + - + -
S3 + - - -
S4 + - - -
S6 + - - -
S5 + - - -
A2 + - - +
A3 + - - +
A5 + - + -
A7 + - - -

7. Profil fermentaire sur galerie Api 20 Strep :
On apporte les profils de fermentation sur galerie Api 20 Strep des 3 souches isolées.

L’identification par I’utilisation de la galerie classique, et en comparant avec les données
de la littérature.

Ils sont analysés pour leur capacité fermentaire sur les 20 tests biochimiques constituant les
galeries Api 20 Strep.

Les profils de fermentation des glucides obtenus sont répertoriés dans le tableaul3. On
recherche dans chaque tube I’acidification produite qui se traduit par le virage au jaune du

pourpre de bromocrésol (I’indicateur de pH contenu dans le milieu), pour le test Esculine
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(tube3). On observe un virage du pourpre au noir. Virage au rouge pour le test de
production d’acétoine (tube 1).

Aprés addition des réactifs nécessaires a la révélation de différents tests, la galerie est
lue conformément aux indications du fabricant et codée. Les tests négatifs sont codés 0

alors que le code affecté aux tests positifs varie selon la position du test dans le triplet.

Les résultats obtenus permettent d’identifier trois souches déférentes.

Figurel6 : Profil fermentaire de la souche S2 sur la galerie Api 20 Strep aprés 24h

d’incubation.

Figurel? : Profil fermentaire de la souche k 3 sur la galerie Api 20 Strep aprées 24h

d’incubation.

Figurel8 : Profil fermentaire de la souche A5 sur la galerie Api 20 Strep aprés 24h
d’incubation.
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Tableau 12: Profils fermentaires des isolats par les galeries Api 20 Strep

Tests S2 K3 A5
VP + + +
HIP + - -
ESC + + +
PYRA + - -
a GAL - - -
B GUR + - -
B GAL + + +
PAL + + -
LAP - - -
ADH - + -
RIB + + -
ARA + + -
MAN + + +
SOR + + +
LAC + + +
TRE + + +
INU - - -
RAF - + -
AMD - + -
GLYG - - -
+ : Réaction positif -: Réaction négative

VP : Vogues Prosateur ; PYRA : gluco PYRAnNoside ; ESC : ESCuline ; a GAL: a-D-
GAlLactose; p GAL : B-D-GALactose; ADH : Arginine DiHydrolyse ; RIB : D-RIBose ;
ARA: ARAbinose; MAN: D- MANNitol; SOR: D-SORbitol; LAC: D- LACtose (origin
bovine); TRE: D-TREhalose; INU: INUline; RAF: D-RAFfinose; AMD: AMiDon;
GLUG: GLYcoGeéne.




Résultats et discussion

8. Identification des souches lactiques isolées a partir de lait de chévre :

Ces isolats ont été identifiés au stade du genre et espéce en se basant sur leurs

caractéristiques morphologiques, physiologiques et biochimiques d’aprés les criteres

mentionnés par Guiraud, (1998) ; Axelsson, (2004). On a obtenu 20 souches présentées

dans le tableau suivant.

Tableau 13 : L’identification des souches lactiques isolées a partir de lait de chévre

Code des souches Genre et espece

K1 Pediococcus faecalis

K2 Enterococcus durans

K3 Lactococcus .lactis subsp lactis biovar diacety lactis
K11l Streptococcus mitis

K4 Enterococcus durans

K6 Lactobacillus fermentum
K7 Lactobacillus delbrueckii
K8 Lactobacillus delbrueckii
K10 Enterococcus durans

K13 Streptococcus mitis

S1 Streptococcus mitis

S2 Enterococcus durans

S3 Lactobacillus delbrueckii
S4 Lactobacillus delbrueckii
S6 Streptococcus thermophilus
S5 Lactobacillus fermentum
A2 Lactococcus. lactis subsp lactis biovar diacety lactis
A3 Lactobacillus delbrueckii
A5 Lactobacillus delbrueckii
A7 Streptococcus mitis
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9. Aptitude technologique des souches lactiques isolées :

9.1 Etude de I’activité protéolytique des souches isolées du lait de chévre :

Les résultats obtenus lors de la réalisation de ce test sont résumés dans le tableau 14.
Il en ressort du tableau que toutes les souches étudiées présentent une croissance avec une
activité protéolytique traduite par I’apparition d’un halo clair. Un exemple de ces résultats
est montré dans la figurel9.

Nos souches se sont révélées protéolytiques dont les diamétres des zones de
protéolyse étaient compris entre 8 et 15mm. Il apparait clairement que I’espece
Lactobacillus fermentum est fortement protéolytique comparativement aux autres espéces
avec une moyenne de 13.5 mm de diametre, suivi d’Enterococcus durans avec des zones
d’hydrolyse de 13.25 mm. Les espéces Lactobacillus delbrueckii, Streptococcus mitis et
Lactococcus lactis ssp lactis ont montré des diamétres de 13.17mm, 12.75mm et 12mm

respectivement.

Figurel9 : Exemple d’activité protéolytique des bactéries lactiques isolées de lait de
chévre (les souches k4, k6, k7 et k8).
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Tableaul4 : Activité protéolytique des souches isolées a partir du lait de chevre

Les souches | Activité protéolytiques Diametre de zones (mm)
K1 + 12
K2 + 15
K3 + 10
K11 + 15
K4 + 15
K6 + 12
K7 + 10
K8 + 14
K10 + 08
K13 + 12
S1 + 11
S2 + 15
S3 + 12
S4 + 15
S6 + 13
S5 + 15
A2 + 14
A3 + 12
A5 + 13
A7 + 13

D’apreés ces résultats, on constate que le comportement protéolytique de ces souches est

variable d’une souche a I’autre.

9.2 Etude de la capacité d’acidification des souches isolées du lait de

Chévre :

L activité acidifiante est I’une des principales fonctions des bactéries lactiques. Les
résultats de suivi de I’activité acidifiante des souches isolées a partir du lait de chévre, sont
illustrés par les figures20 et 21. Les résultats chiffrés de I’évolution du pH et d’acidité sont

résumés dans le tableauls.




Résultats et discussion

Aprés deux heures d’incubation, les valeurs de pH varient entre pH6.27 et pH6.47, en
parallele les valeurs de I’acidité varient entre 11°D et 19°D. Alors que la quantité de
I’acide lactique produite a ce moment se la situe entre 1,1 g et 1,99 d’acide lactique par
litre de lait.

Au bout de 24h d’incubation ces valeurs de pH diminuent et se trouvent situées entre
pH5.37 et pH6.29, de méme les valeurs de I’acidité élevés et se trouvent situées entre 22°D
et 44°D. Donc la quantité de I’acide lactique produite apres 24h d’incubation se situe entre
2,29/l et 4,49/1.

Tableaul5 : Les variations de I’acidité (°D) et pH des souches isolées, durant 24h d’incubation

(Oh, 2h, 4h, 6h et 24h) :

Souches T0 T1 T2 T3 T4
PH | AC PH AC | PH AC PH | AC PH AC

K1 6.47 | 10 6.38 12 6.33 13 6.27 | 18 6.21 25
K2 6.33 | 17 6.27 18.5 | 6.23 19 6.22 | 20 5.97 29
K3 6.48 | 16 6.46 19 6.45 20 6.34 | 23 6.28 28
K11 6.42 | 14 6.37 16 6.33 20 6.28 | 22 6.12 28
K4 6.49 | 12 6.42 14 6.40 15 6.37 | 17 6.23 32
K6 6.48 | 13 6.40 15 6.38 19 6.13 | 24 5.37 42
K7 6.39 | 19 6.39 19 6.37 20 6.35 | 22 6.22 29
K8 6.45 | 18 6.40 19 6.34 20 6.29 |21 6.17 28

K10 6.49 | 125 |6.34 |15 6.25 17 6.18 | 19 5.67 |35
K13 6.47 | 12 6.43 14 6.37 17 6.29 | 185 |[6.22 |25

S1 6.43 | 11 6.41 12 6.39 13 6.33 |15 6.17 |29
S2 6.46 | 17 6.34 |19 6.32 |20 6.26 | 22 6.10 |28
S3 6.42 | 16 6.42 16 6.37 17 6.35 | 19 6.10 |31
S4 6.48 | 12 6.37 16 6.35 |22 6.29 |24 5.52 |44
S6 6.51 | 11 6.39 13 6.33 15 6.27 | 18 6.00 |27
S5 6.45 | 12 6.43 15 6.40 17 6.28 | 19 6.24 |24
A2 6.36 | 13 6.36 14 6.25 19 6.23 | 20 5.87 |33
A3 6.51 | 15 6.41 17 6.39 18 6.37 | 20 6.29 |27
A5 6.44 | 18 6.37 19 6.31 |20 6.30 | 21 6.12 |29
A7 6.39 | 11 6.39 11 6.37 13 6.23 | 17 6.21 |22
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Figure20 : Evolution de pH des souches isolées a différents intervalles de temps.
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Figure21 : Evolution de I’acidité des souches isolées a différents intervalles de temps.
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D’apres ces résultats, nous remarquons que la totalité des bactéries lactiques identifiées
présentent une production progressive en acide lactique. Cette derniére est accompagnée

d’un abaissement du pH du milieu.

Les especes Lactobacillus fermentum, Enterococcus durans, et Lactobacillus
delbrueckii se sont révelées les plus acidifiantes avec une quantité d’acide lactique
moyenne de 3.3 g/l, 3.1g/l et 3.13¢g/l respectivement aprés 24h d’incubation. Un maximum
de 4.4g/l d’acide lactique a été produit par la sous especes Lactobacillus delbrueckii (S4)
apres 24 h d’incubation. En paralléle, les valeurs de pH atteintes avec ces souches oscillent
entre pH5.37 et pH6.29. Une moyenne de 3.05¢/l d’acide lactique est produite par les
souches de lactococcus lactis Ssp. Lactis. La cinétique d’acidification a montré que les
souches Pediococcus faecalis, Streptococcus mitis et Streptococcus thermophilus étaient
moins acidifiantes en produisant des quantités variables d’acide lactique dont les moyennes

sont de 2.5¢/1, 2.69/1 et 2.7g/1 respectivement.
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Discussion générale:

D’apreés le tableau d’identification des bactéries lactiques proposée par Guiraud(1918)
et Axelsson(2004), nous avons pu identifier les isolats représentés par Lactobacillus
delbrueckii (6), Lactobacillus fermentum (2), Streptococcus thermophilus (1), Streptococcus
mitus (4), Enterococcus durans (4), Lactococcus lactis sub sp lactis biovae diacetylactis (2),
Pediococcus faecalis (1).

Les isolats retenus au nombre de vingt sont répartis en cing genres Streptococcus,

Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus et Pediococcus.

A partir de cette figure, nous pouvons noter que les Lactobacillus le genre plus
dominant des souches isolées avec un pourcentage de 40%, suivi en deuxieme lieu de la
souche Streptococcus avec un pourcentage de 25%. Et le troisieme ordre le genre
Enterococcus a un pourcentage de20%, et le quatriéme genre Lactococcus a pourcentage de

10%, et le dernier genre Pediococcus avec un faible pourcentage de 5%.

Pediococcus
Lactococcus 5%

10%

Entérococcus

Figure 22 : Secteurs de répartition des genres des bactéries lactiques

Les analyses morphologiques, physiologiques et biochimiques ont mis en évidence
toute la diversité de la flore lactique en genres et en espéeces isolées a partir du lait de chevre.
Cette composition de bactéries lactiques est relative et dépend des différents criteres utilisés
dans chaque étude.
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L’ensemble des testes physiologiques et biochimiques nous ont permis de mettre en place

une collection représentée par Cing especes de bactéries lactiques dont leur distribution
selon le pourcentage d’apparition est illustrée par la figure.
Nos résultats montrent que Les espéces de Lactobacillus (LB. fermentum, LB. Delbrueckii),
Streptococcus (Streptococcus mitis, Streptococcus thermophilus), Enterococcus (En.
durans), Lactococcus (Lactococcus lactis sub sp lactis biovae diacetylactis) sont les genres
dominantes les plus fréeguemment signalées dans les trois échantillons. Par contre, le nombre
d’espece Pediococcus est tres faible dans I’ensemble des trois échantillons du lait étudié.
Ces résultats sont en accord avec ceux de (Hichener et al, 1998), qui a montré que les
especes de Leuconostoc et de Pediococcus sont rarement retrouvées dominantes dans la
flore lactique.

L absence des Leuconostoc due probablement a la qualité nutritionnelle insuffisante du
lait pour leur développement, a la saison de collecte, la région géographique, la période de
lactation, ou I’état physiologique de I’animal et d’éventuels traitements antibiotique.

Selon Saidi et al(2002), du fait des exigences nutritionnelles des bactéries lactiques, les
especes de bactéries lactiques détectées dépendent essentiellement de la nature de lait cru.

Selon (Vuillemard, 1986), la souche est dite protéolytique si elle présente une zone de lyse
de diameétre compris entre 5 et 15 mm. Par comparaison a cette donnée, nos souches sont
révélées protéolytiques dont les diamétres des zones de protéolyse étaient compris entre 8 et

15 mm.

Si le halo inhibition disparait en présence de I’action d’une enzyme protéolytique, I’agent
inhibiteur est de nature protéique (Callewaert et De vuyst, 2000 et Aslim et al, 2005).

L activité protéolytique des bactéries lactiques est essentielle pour leur croissance dans le
lait ainsi que pour le développement des propriétés organoleptiques des différents produits
laitiers (Savoy et Hébert, 2001 ; Hassaine et al, 2007).

Ces resultats sont en accord avec ceux obtenus par Idoui et Karam (2008), qui ont trouvé que
les bactéries lactiques, isolées a partir du beurre de vache traditionnel, présentent un
caractere protéolytique.

L’evolution de I’acidité et les variations de pH au cours de la croissance des souches testées
sur le lait écrémé demontrent une différence entre les genres, les espéces et méme entre les
souches d’une méme espece, vérité scientifique et logique rapportée par Luquet et Corrieu
(2005).
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Ces résultats présentent une activité acidifiante plus faible par rapport & ceux obtenus
par Cheriguene A. et al. (2006) qui ont trouvé que les Lactocoques. Lactis Ssp. Lactis,
isolées a partir de lait de chevre, produisent une moyenne de 7.5¢/l d’acide lactique apres
24h d’incubation.

La composition de nos résultats, par certains ayant étudie I’activité acidifiante de
souches de bactéries lactiques (Zadi-Karam, 1998 citée par Hassaine, 2012 ; Hassaine et
al, 2007), montré qu’il y a une variation dans les valeurs ont classé les souches étudiées
comme étant « rapides » ou « lente » par rapport & leur pouvoir acidifiant. Cette diversité
dans I’activité acidifiante offre un large choix pour satisfaire les différentes exigences

technologiques.




Conclusion :

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 provenant de trois régions

situées dans la wilaya de Mostaganem (kheire- Eddine, Achaacha et Sidi Ali).

Aprés isolement, purification et détermination des caractéristiques morphologiques,
physiologiques et biochimiques (identification). Nous avons pu obtenir sept espéces

différentes et diverses proportions :

Lactobacillus delbrueckii (6), Lactobacillus fermentum (2), Pediococcus faecalis (1),
Streptococcus thermophilus (1), Streptococcus mitis (4), Enterococcus durans (4),

Lactococcus lactis sub sp biovae lactis diacetylactis (2). Sur un total de vingt isolats étudieés.

D’apres les résultats de I’étude des aptitudes technologiques, nous avons pu déduire que,
méme au sein d’une méme espece, il existe des variations entre les souches autant au niveau
de I’activité acidifiante que I’activité protéolytique. Cependant, les souches avaient de bonnes
fonctionnalités technologiques.

L’activité proteolytiqgue des ferments constitués est d’un intérét capital pour I’industrie
fromagére, de ce fait, une étude de cette derniére a été réalisée afin de caractériser les
enzymes protéolytiques impliquées.

A partir de cette étude, on a démontré que le lait cru de chévre de la région Oust
d’Algérie exacte dans la wilaya de Mostaganem riche en plusieurs genres des bactéries
lactiques comme les Lactobacillus, les Lactococcus, les Streptococcus et les Enterococcus.
Ces isolats peuvent étre exploitées pour la confection d’un starter de culture qu’on utilise dans

la fabrication des aliments (le fromage, le yaourt ...... ).

Les résultats de caractérisation obtenus, on a permis d’avoir une idée sur la nature de la
flore lactique présente dans le lait de chevre, et on conclure que la majorité des especes des

bactéries lactiques sont présente dans le lait cru de chevre.
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Les annexes :
Annexe 01 : Composition des milieux de culture :

I- Milieu d’isolement :
Milieu M17

Utilise pour la culture des lactocoques :

EXIrait de VIANGE. .. ..ottt e e e e e e e e e e 5¢
EXtrait de 1eVUIE. .. ...t e e e e a2 2,0 ()
ACIAE ASCOMDIGUE. .. . ettt e e e e e e e 0,59
ST 010 L0 (T T TPt - 10
B-glyCErOpPNOSPNALe. .. ... e 199
Peptone papistique de VIANAE. .. ...t e 2,59
Sulfate de MagNESTUM. .. ..o iu et e e e e e e e e e ae e e e, 0,259
(0 (0 59

Peptone triaSique de CaSEINE. ... ..iv et et ce e e e e e e et ee e e e eaeeaeeaenennenen a2, D0

On ajuste lepH a 7,2
Autoclave 20 min a 120°C.

Milieu MRS
Utilise pour la culture des lactobacilles.
PEPIONE. .. e e ee e eeee a2 100
T UL 0 L= IR =T 8¢
EXtrait de leVUIE. .. ..ot e e e e e e e e e e ne e e een 22 40
o0 L P24 0 [ o
Phosphate di POtaSSIQUE. .. ... ...ttt e e e e e e e e et et e e e et et eae e enaas 29
ACELate 0 SOUIUM. .. ...ttt e e e et e et re e e e e e e eneeeaeneneee:D(

Citrate d”ammONIUM ... ... e e e e e e e e e e e e eae e eee e nenenen e e eneeeen 20




Sulfate de magnesium, 7TH2O0 .. ... e e e e e 0,29

Sulfate de manganese, 4H20..........co ot it ii i e e e e e eene200.0,000

TN B0 oot e e e e e e e e e Iml
N L PP 18g
BaU distille. .. ..o e e e e e e 1000ml

On ajuste le pH a 6,5
Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min.

I1-  Milieu d’identification :
Bouillon hypersalée :

Employée pour différencier les lactocoques et streptocoques thermophiles.
=T 0] (0] PPN Koo
EXIrait de VIANGE. ... ettt e et e e e e e e e e e 5¢

o0 F POt - 10

On ajuste le pH a 6,5
Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20min

Milieu de Clark et Lubs
Utilise pour mettre en évidence I’acétyle
=T 0] (0] PPN+ 1o
Phosphate di POtaSSIQUE. .. ... ...ttt et e e e e e et e e e e e 5¢
o0 F PP o6
Bau diStillEe. .. ... 1000ml
On dissout toutes les ingrédients dans I’eau distillée on ajuste le pH a 7,0
Réparation en tubes a raison de 7ml

Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20min




Milieu MSE
LI/ 10T P 10g
T VL0 L= L - & ¢
ST T T2 10 ST PPN X0, [0

o0 L PO s 1o

L@ 1 = (0 L= 810 T L1y o 19
(7= o T 2,5¢
AZohydrate de SOUIUM. ... ... e e e e e e e e e 0,075¢g
N L PP 18¢g
BaU diStilIEe. .. ... 1000ml

On ajuste le pH a7
Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20min
Milieu YMA (Yeast-Milk-Agar)

=T 0] (0] PP+ o

Extrait de

A7 4= L0 [ 39
I =0 T 0T 10g
N - P 159
BaU diStilIEe. .. ...t 1000ml

/////

MRS BCP

Utilisé pour I’étude du profil fermentaire, le milieu MRS contenant un indicateur de pH qui
est le pourpre de bromocrésol a 0,025¢g




Lait ecrémé
I =0 T 0T 10g
EXtrait de leVUIe. .. ..o e e e et e e e e e ne e e ee e eneenn 20 0, DO
BaU diStIIEE. .. ..o e 100ml
Stérilisation a 120° C pendant 10min
Glycérol (30%)
Réactif de vogues prosateur (VPI et VPII)
VPI : Solution de soude Na OH a 16% dans I’eau distillée.
VPII : Alpha —naphtol & 6%dans I’alcool a 95%.
Préparation des sucres :

On utilise 7 sucres dans cette étude : (Glucose, saccharose, Xylose, Fructose, glycérol,
sucrose et maltose) : 02g de chaque sucre dans 100ml de I’eau distillee.

Stérilisation par autoclavage a 20°C pendant 20 min.

I1lI-  Lesdiluants:
Eau physiologique :
Utilise pour la réalisation des dilutions.
ChIorure de SOOIUM ... .e e e e e e e e e e e e e e e e e a e, 99
BaU diStill@e. .. ..., 1000 ml

Stérilisation & 120°C pendent 20 min.




Annexe 02 : Coloration de Gram :
1 .Matériels :

e Leslames

e Les colorants
2. Mode opératoire :

Réaliser un frottis ou un étalement.

Fixer la préparation a la flamme, sécher soigneusement puis laisser refroidir la lame.

Immerger la lame dans la solution de Cristal violet pendant 1 mn.

Immerger la lame dans Lugol 30 seconde.

- Décolorer jusqu’a disparition de la couleur violette dans I’alcool en faisant couler goutte a

goutte sur la lame inclinée.

Rincer a I’eau.

Colorer avec la solution de Fuchine pendant 1mn.

Laver a I’eau.

Observer a I’objectif X 100, en immersion avec I’huile.
3. Résultat :

Les bactéries Gram+ sont colorées en violet, les bactéries Gram- sont colorées en rose.




Annexe 03: Détermination de I’acidité titrable

1.

Matériels :
Burette graduée
Bécher de 50ml
Pipettes de 10ml
Produits :
Lait
Solution d’Hydrolyse de sodium N/9
Phénolphtaléine a 1%
Mode opératoire :
Prendre 10 ml du lait dans un bécher de 50ml en présence 4 gouttes de phénophtaléine
Le titrage est effectué par la solution NaOH a N/9 jusqu’a virage de la couleur rose
pale.
Effectuer des répétitions sur le méme échantillon préparé.
La valeur de I’acidité du lait est obtenue par la formule suivante :
A=10(V/IV?) (/)
Ou:
A : Quantité d’acide lactique
V : Volume de la solution de NaOH utilisé
V'’ : Volume de I’échantillon
La valeur en acidité titrable exprimée en degré dornic (°D), est donnée par
I’expression suivante :
1°D=0,1ml de NaOH a N/9
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