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Résumé

Résumé

Dans la présente étude, nous avions essayé d’isoler, de purifier et d’identifier
les bactéries lactiques d’origine I’eau de fermentation traditionnelle par saumure des
olives. L’isolement s’est déroulé sur un échantillon des olives vertes cueillies de la
région de Sidi Lakhdar et préparées par nous mémes. Les milieux d’isolement étaient
le MRS acidifie a pH 5,4, MRS a pH 6.5. L’étude des caracteristiques phénotypiques,
biochimiques, physiologiques et technologiques était réalisee par: croissance a
différentes températures : 15, 37 et 45°C, croissance a pH 4.5 et 9, croissance en
présence de NaCl: 25; 4 et 6,5%, type fermentaire, production des
exopolysaccharides, thermorésistance, résistance aux sels biliaires et la presence
d’une activité antimicrobienne.

Nos résultats ont permis d’avoir 14 isolats purifiés comme étant des bactéries
lactiques. L’identification initiale effectuée laisse présager leur appartenance aux
genres Enteroccocus sp et Lactococcus sp Tous les isolats ont démontré une bonne
action antimicrobienne vis-a-vis de pathogenes responsables de toxi-infections

alimentaires et une bonne résistance a la bile.

Mots-clés :

Bactéries lactiques ; eau de fermentation des olives ; Enteroccocus sp ; Lactococcus sp.



Abstract

Abstract

In this study, we tried to isolate, purify and identify native lactic acid bacteria from the
traditional brine water of fermented olives. The isolation took place on a sample of green
olives picked from the region of Sidi Lakhdar and prepared by ourselves. The isolation media
were acidified MRS, MRS at pH 6.5. The study of phenotypic, biochemical, physiological
and technological characteristics was carried out by: growth at different temperatures: 15, 37
and 45 ° C, growth at pH 4.5 and 9, growth in the presence of NaCl: 2.5; 4 and 6.5%,
fermentative route, production of exopolysaccharides, heat resistance, bile salt resistance and

the presence of antimicrobial activity.

Our results resulted in 14 isolates purified as lactic acid bacteria. The initial identification
carried out suggests that they belong to the genera Enteroccocus sp (4/14) and Lactococcus sp
(10/14). All these isolates showed a very good antimicrobial activity (0.8 to 1 cm by the most
powerful strains) against pathogens responsible of foodborne illness and demonstrated good
resistance to bile.

Keywords :

Lactic acid bacteria; water of fermented olives, Enteroccocus sp, Lactococcus sp.
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INTRODUCTION

Introduction

L’olivier est cité dans le saint Coran comme étant un arbre béni, symbole de I’lhnomme

universel et I’huile d’olive, est source de la lumiére divine pour guider les hommes.

L’origine de I’olivier se perd dans la nuit des temps, son histoire se confond avec des
civilisations qui ont vu le jour autour de bassin méditerranéen, et ont pendant longtemps régi
les destinées de I’humanité et marque de leur empreintes la culture occidentale (COI, 2000).

L’oléastre véritable aurait existé en Algérie depuis le 12éme Millénaire avant notre ére.

Les recherches modernes ont prouvé sans contestation possible ses qualités diététiques
et démontré que le pourcentage de certaines maladies notamment cardio-vasculaires est

nettement inférieur dans les zones ou la consommation d‘olives est élevée.

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes de catégorie alimentaire qui jouent
un role essentiel dans la fermentation des matieres premiéres animales et végétales. Elles
occupent des niches écologiques extrémement variées. Leur capacité a fermenter les
hydrates de carbone et, a un moindre degré, de dégrader les protéines et les lipides méne a
la synthese d'une large gamme de composes, tels que les acides organiques, les peptides,
les composés antimicrobiens et aromatiques et les exopolysaccharides. Ces métabolites
peuvent contribuer aux caractéristiques organoleptiques, technologiques et nutritionnelles

des aliments fermentés (Mozzi et al., 2010).

La conservation des légumes et fruits par fermentation remonte a I’antiquité et
trouve son origine en orient. Ce procédé a longtemps été le principal mode de conservation
dans différentes parties du monde. Appliquée essentiellement a la choucroute, aux
concombres et aux olives, elle devrait également permettre de créer de nouveaux produits a
partir d'autres légumes. Cette pratique est la richesse de différents pays a travers le monde
en matiére de nutrition. Elle est utilisée pour la biopréservation des produits car elle
augmente la durée du stockage ainsi que la qualité finale du produit en utilisant la

microflore naturelle ainsi que les produits antibactériens produits.

L’olive fermentée peut étre stockée pour une longue durée a raison de la teneur en
acide lactique. En outre de la Communauté Européenne qui est le premier consommateur
mondial, les consommations les plus importantes dans le bassin méditerranéen se trouvent
en Syrie, Turquie, Maroc, Algérie et Tunisie. La consommation des olives en Algérie ne

cesse de croitre, en effet il s’agit d’un produit possédant un attrait indiscutable vu ses
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valeurs nutritives et ses caractéristiques organoleptiques tres appreciées.

Dans notre travail on s’est intéressé a « I’eau de fermentation des olives ». Les olives
ont été fermenté selon la méthode traditionnelle au saumure sans addition de produits
chimiques afin d’isoler des bactéries probiotiques ayant déja une bonne résistance aux

milieux hostiles.



Chapitre | : Les bactéries probiotiques

CHAPITRE | : Les Bactéries Probiotiques.

I.1. Généralités
1.1.1. Historique et définition des probiotiques

La définition du terme probiotique a évolue dans le temps en fonction de la réflexion des

chercheurs, des connaissances scientifiques et des avancées technologiques.

Au début du XXéme siecle, Elie Metchnikoff, savant ukrainien naturalisé francais ayant
travaillé a I’Institut Pasteur et prix Nobel en 1908 pour ses travaux sur la phagocytose, a
été le premier a observer I’effet positif de certaines bactéries sur I’Homme. Il avait
en effet remarqué qu’un nombre important de Bulgares vivaient plus de cent ans et
il émit I’hypothese que cette longévité était certainement due a leur importante
consommation de produits laitiers fermentes, ancétres des yaourts. Metchnikoff
supposa alors que « la dépendance des microbes intestinaux vis-a-vis des aliments
rend possible I’adoption de mesures pour modifier la flore de nos corps et remplacer
les microbes dangereux par les microbes utiles. Metchnikoff et Tissier sont donc les
premiers a émettre I’idée d’administrer des microorganismes exogenes vivants afin de
palier a un éventuel déséquilibre de I’écosystéme intestinal. Le concept de probiotiques
était né et dés 1917, le yaourt a été développé industriellement. Il était vendu
exclusivement dans les pharmacies et sa consommation était alors recommandée dans les

troubles digestifs.

Mais ce n’est qu’en 1954 que le terme de probiotiques sera introduit dans la
littérature par Ferdinand Vergin dans un écrit intitulé « Anti-und Probiotika ». Ce terme
dérivé du grec «pro bios », qui signifie littéralement «en faveur de la vie », sous-
entend que la substance ainsi dénommée a un effet benéfique sur la vie au sens
large du terme, par opposition aux effets déléteres des antibiotiques (signifiant

littéralement « contre la vie »).

En 1965, Lilly et Stillwell parlaient des probiotiques comme des « facteurs capables de
stimuler la croissance d’autres microorganismes ». Par la suite, en 1974, Parker
proposa d’élargir la définition a des « organismes ou substances qui contribuent au
maintien de I’équilibre de la flore ». En 1989, Fuller décida d’inclure a la définition des

probiotiques les notions de viabilité et d’effets positifs exercés, et les désigna alors
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comme des « préparations microbiennes vivantes utilisées comme suppléments
alimentaires et qui affectent de fagon bénéfique I’h6te en améliorant la digestion et

I’hygiéne intestinale» .

Le terme “probiotique” est un mot relativement nouveau qui signifie “en faveur de la
vie” et qui est actuellement utilisé pour désigner des bactéries associées a des effets
bénéfiques chez 1“homme et les animaux (FAO/OMS, 2001). Il s'agit le plus souvent de
bactéries ou de levures présentes soit dans des aliments, notamment les produits laitiers

fermentés, soit dans des compléments alimentaires sous forme lyophilisée.
I-2. Les microorganismes probiotiques

Les probiotiques sont des bactéries ou des levures ingéerées vivantes, présentes ou
non dans le microbiote intestinal résident. Ils se répartissent en trois principaux
groupes. Les souches les plus utilisées sont des bactéries lactiques qui appartiennent
aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium.

1.2.1. Introduction

Les bactéries lactiques sont des coques ou des batonnets, Gram positif,
immobiles, non sporulées, catalase négative et généralement nitrate réductase

négative.

Les bactéries lactiques sont aéro-anaérobies facultatives ou micro-aerophiles. En
présence d’oxygene, elles sont incapables de phosphorylation oxydatives car elles ne
peuvent synthétiser les cytochromes et les enzymes a noyau heme. Elles ont des besoins
complexes en facteurs de croissance, acides aminés, peptides, bases puriques et
pyrimidiques, des vitamines B et des acides gras. C’est la raison qui explique leur
abondance dans le lait (Larpent, 1989 ; Novel, 1993).

1.2.2. Définition et caractéristiques généraux des bactéries lactiques

Le groupe des bactéries lactiques a été défini par Orla-Jensen (1919) et réunit
plusieurs genres caractérisés par leur capacité a fermenter les glucides en produisant de
I’acide lactique. Il existe d'autres bactéries produisant de I'acide lactique mais qui ne sont
pas considerées comme faisant partie du groupe des bactéries lactiques. C’est le cas, par
exemple, de Bacillus et Sporolactobacillus qui sont des bactéries Gram (+) sporulées
(Axelsson, 2004).
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Les bactéries lactiques ne possedent ni nitrate réductase, ni catalase, ni cytochrome
oxydase mais elles peuvent survivre en présence d’oxygene. L’absence de catalase est
caractéristique, mais certaines especes acquierent cette activité sur des milieux riches en

héme (Larpent et al., 1997 ; Bourgeois et al., 1996).

Les bactéries lactiques synthétisent leur ATP grace a la fermentation lactique des
glucides. On les distingue en deux groupes biochimiques : les homofermentaires et les
hétérofermentaires. Les homofermentaires produisent deux molécules d’acide lactique
(C3) par glucose (C6) consommé. Chez les hétérofermentaires, seule une molécule d’acide
lactique est produite a partir du glucose. Une autre molécule en C2 est produite (en général
soit de I’éthanol soit de I’acide acétique) et une molécule d’oxygene. La différence entre

ces deux groupes est détectable par le dégagement de CO; (Bourgeois et al., 1996).

Douze genres bactériens figurent dans la catégorie des bactéries lactiques : Lactobacillus,
Leuconostoc, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus,
Carnobacterium,0enococcus,Aerococcus, Tetragenococcus et Vagococcus ( Klein et al.,
1998; Guiraud et al., 2003 ; Axelsson, 2004; Limsowtin et al., 2004).

En général, les bactéries lactiques ont des besoins complexes en facteurs de croissance.
Les milieux de culture sont complexes et dits "riches". Il est donc difficile d’obtenir de
bons milieux sélectifs. Seul I’abaissement du pH sera souvent utilisé comme agent de

sélection. Les bactéries lactiques tolérent en effet des pH acides (pH = 5 et parfois moins).

A ces pH, beaucoup de bactéries communes ont leur croissance inhibée. Ces propriétés
sont utilisées en agroalimentaire pour transformer la matiére et empécher le développement
de la plupart des bactéries d'altération ou des pathogenes. D'autres microorganismes sont
également connus pour se développer a pH acide, comme de nombreuses levures et

moisissures (Nielsen et al., 2008 ).
1.2.3. Classification

La taxonomie a longtemps reposé sur les criteres morphologiques et
biochimiques permettant de différencier les especes et de caractériser des variants au sein

d’une méme espece. Ces tests sont :
-Le type de gram, la morphologique et la disposition cellulaire.
- Les différents métabolismes glucidiques, protéiques, lipidiques, le caractere fermentaire.

- La croissance des cellules sur des milieux hostiles
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- Et la synthése d’enzymes (de protéases), de métabolites (exopolysaccharides), de

bactériocines, et la résistance aux bactériophages.
1. Le genre Lactobacillus

En 1896, le genre Lactobacillus a été décrit pour la premiére fois par Beijerinck, et
I'espece type était Lactobacillus delbrueckii.

Le genre Lactobacillus est le genre principal et de loin le plus grand et le plus diversifié
de la famille des Lactobacillaceae, il comprend actuellement 158 especes (Zhang et Cai,
2014).

Il est également trés hétérogéne, englobant les espéces avec une grande variété
phénotypique, biochimiques et physiologiques. L'hétérogénéité se traduit par la gamme du
pourcentage GC de I'ADN des espéces incluses dans ce genre. Cette gamme est de 32 a
55% (Zhang et Cai, 2014).

Nombreuses d’entre elles sont des agents de fermentation lactique intervenant dans de
nombreuses industries ou qui sont rencontrées comme contaminants (Dworkin et al.,
2006). lls sont immobiles, sporulés et catalase négative. On rencontre chez les lactobacilles

une variabilité de forme (fins, incurvés, coccobacilles,....) et de longueur (fig.3).

Les lactobacilles ont des exigences nutritionnelles tres complexes en acides aminés,
vitamines, acides gras, nucléotides, glucides et en sels minéraux. La température de
croissance est comprise entre 2 et 53 ° C, avec un optimum entre 30 et 40 ° C (De Vos et
al., 2009).

Le pH de croissance est compris entre 3 et 8 avec un optimum habituellement allant de
5.5 a 6.2 (Zhang et Cai, 2014).

Figure 1 : Lactobacillus acidophilus au microscope électronique (De Vos et al., 2009).
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2. Les coques lactiques

Elles appartiennent a la famille des Streptococcaceae. Les cellules sont groupées en
paires ou en chaines et de longueurs variables. La différenciation des genres est basée
sur I’arrangement des cellules et sur le type de fermentation lactique (homo ou

hétérolactique).

Les coques lactiques ont des exigences nutritives parfois complexe. Certains ont des
activités protéasiques et peptidasiques. Actuellement, ils regroupent les genres :
Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus,

Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella (Stiles et Holzapfel, 1997).
3- Les genres Entérocoques, Lactococcus

Les Enterococcus représentent le groupe des entérocoques, ils sont composés de
streptocoques fécaux (Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium) et considéré

comme contaminants.

Les Lactococcus  regroupent I’espéce Sc. Lactis, ses trois sous espéces Sc.
Lactis., Sc. diacetilactis et Sc. cremoris, Sc. raffinolactis et de nouvelles espéces mal
classées : Sc. plantarum et Sc. garviae (Garvie et Farrow, 1982 ; Collins et al.,
1983). Selon Guiraud (1998), le genre Lactococcus est representé par les espéces
suivantes : Lc. lactis subsp. cremoris, Lc. lactis subsp. lactis et Lc. diacetilactis. La
sous espece Streptococcus lactis subsp. diacetylactis est remplacée par la sous espéce

Lactococcus lactis subsp. lactis.
4. Le genre Streptococcus

Le genre Streptococcus est toujours large et la classification est trés mouvementée. Ce
genre est généralement divisé en trois groupes : pyogéne (la plus part des especes
pathogénes et hemolytiques), oral (tel que S. salivarius, S. bovis) et les autres

streptocoques (Scheilfer, 1987).

La seule espéce de streptocoque qui soit utilisée en technologie alimentaire est
Streptococcus thermophilus qui a été incluse dans le groupe des « autres streptocoques
(Stiles et Holzapfel, 1997).

Streptococcus thermophilus se différencie par son habitat (lait et produits laitiers) et son

caractére non pathogéne. La résistance a la température, la capacité de croitre a 52°C et le
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nombre limité des hydrates de carbones permettent de distinguer les S. thermophilus de la

plupart des autres streptocoques (Haddie, 1986 ; Pilet et al., 2005).
5. Les genres Pediococcus et Tetragenococcus

Ce sont des coques uniformément sphériques ou ovoides mais jamais allongés, dont la
particularité est le regroupement en tétrade du a une division dans les deux directions

perpendiculaires (Pilet et al., 2005).

Les espéces du genre Pediococcus sont mesophiles, leur meétabolisme est
homofermentaire, ne produisant pas de CO2 a partir du glucose, le plus souvent incapable
d“utiliser le lactose, et leur développement nécessite la présence de divers facteurs de
croissance. Poussant a un pH de 5 mais ne poussent pas a 9. Leur température optimale de
croissance varie de 25°C a 35°C. lls ne sont pas en mesure de réduire le nitrate (Holzapfel
et al., 2009; Lahtinem et al., 2012; Holzapfel et al., 2006).

Les espéces de Tetragenococcus ont un réle crucial dans la fabrication des produits
alimentaires a concentration élevée en sel comme les sauces de soja, alors que les
Pediococcus sont parfois utilisés comme levains lactiques pour les charcuteries (Guiraud
et Rosec, 2004 ; Tosukhowong et al., 2005).

6. Leuconostoc

Ce sont des coques groupeés en paires ou en chaines, catalase (-) (Larpent et al., 1997).
Leur température optimale de croissance se situe entre 25 °C et 30 °C. Leur croissance est
toujours lente. Le développement des Leuconostoc entraine souvent I’apparition d’une
viscosité dans le milieu (Guiraud et al., 2003). Le genre Leuconostoc a auparavant inclus
des coccobacilles hétérofermentaires, produisant uniquement de I’acide lactique, et ne
produisant pas d’ammoniaque a partir de I’arginine. Ainsi, les Leuconostoc sont différents
des autres coques par la fermentation hétérolactique et des lactobacilles hétérofermentaires
par leur morphologie. Pourtant, il est facile de confondre les Leuconostoc et certaines

coccobacilles hétérolactiques (Krieg et al., 2001).
7. Bifidobacterium

Les bifidobactéries ont éeté isolées et décrites pour la premiere fois par Henry Tissier a
la fin du XIXeme siecle (Tissier, 1900). Cette bactérie, Gram positive, non sporulée,
non productrice de gaz, non mobile, anaérobie et de morphologie bifide a été

dénommée Bacillus bifidus. Cependant, un microbiologiste Danois, Orla-Jensen, a proposé
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de classer Bacillus bifidus comme une espéce a part entiéere sous le nom de genre
Bifidobacterium (Orla-Jensen, 1924 ). Pour lui, les bifidobactéries "constituent un genre
séparé, formant probablement une connexion entre les bactéries lactiques et les
bactéries propioniques". les bifidobactéries ont été classées comme membre du genre
Lactobacillus, en raison de leur forme en batonnet et de leurs caractéristiques
fermentaires. Les bifidobactéries forment un genre phylogénétiquement cohérent au sein
de I’embranchement des Actinobacteria (Ventura et al., 2004). Cet embranchement
comprend également les corynebacteria, les mycobacteria et les streptomycetes
(Embley et Stackebrandt, 1994). Les bifidobactéries représentent aujourd’hui 34

especes, isolées principalement du TGI d’hommes ou d’animaux.

Les bifidobactéries sont souvent citées comme ayant de fortes capacités probiotiques.
Cependant, I’utilisation industrielle de ces souches n’est pas aussi répandue que celles des
lactobacilles. En effet, en 2009, I'analyse de 34 produits commerciaux a montré la présence
de 16 bifidobactéries probiotiquescontre 27 lactobacilles. De plus, parmi ces 16
bifidobactéries, 11 appartenaient a I'espece Bifidobacterium lactis, connue pour ses
propriétés de résistance aux stress (Muller et al., 2009). De méme, sur les 35
souches vendues par les fabricants de ferments probiotiques, seules 11 sont des

bifidocatérie.

Figure 2: Pediococcus lactis au Figure 3 : Lactococcus au
microscope électronique microscope électronique
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Figure4: Leuconostoc au Figureb : Entérocoques au
microscope électronique microscope électronique

Figure6 : Bifidobacterium bifidum Figure 7: Morphologie cellulaire de
Streptococcus thermophilus observée

au microscope électronique . . .
par microscopie électronique
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8. Les bactéries non lactiques :

D’autres bactéries, dont le métabolisme est différent des précédentes, font également
preuve d’intérét en tant que probiotiques. Il s’agit notamment de la souche Escherichia coli
Nissle 1917 et de bactéries sporulées dont Bacillus subtilis et Bifidobacterium cereus.

Figure 8 : Escherichia coli Nissle 1917.

9. Les levures

Les levures utilisées comme probiotiques sont des souches de Saccharomyces
cerevisiae, et en particulier une souche bien déterminée dénommée Saccharomyces
boulardii (figure 8).

Figure 9 : Saccharomyces boulardii (Guiraud, 2003).

11
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L’histoire de Saccharomyces boulardii est singuliére a bien des égards. Elle remonte
au début des années 1920 lorsque le Docteur Henri Boulard, microbiologiste de formation,
se rend en Indochine, accompagné de brasseurs francais qui souhaite produire de la biére
sur place. Les souches de Saccharomyces cerevisiae utilisées a I’époque comme levure de
biére en France, avaient une température optimale de développement d’environ 4°C,
donc totalement inadaptées au climat des tropiques. Il convenait dés lors de trouver une
souche se développant a une température beaucoup plus élevée. Séjournant au Vietnam,
le Docteur Boulard apprend qu’une population locale utilise une décoction d’écorces de
litchis a des fins anti-diarrhéiques. L’analyse microbiologique de cette préparation a alors
permis d’identifier une souche de Saccharomyces se développant a tres haute
température (37°C) pour une levure, soit celle du corps humain. De retour en
France, le Docteur Boulard brevete sa découverte et lui associe son nom. Il la
commercialise sous forme d’ampoules buvables sous le nom d’Ultra-levure®, comme
médicament anti-diarrhéique (« ultra » parce que Saccharomyces boulardii a une
tempeérature de croissance optimale « ultra-haute » par rapport aux souches utilisées en
brasserie ou en boulangerie). Ce médicament est cedé dans les années 1950 a un
industriel, Frangois Vallet, qui s’associe a un pharmacien, depuis, diffuse le
médicament dans plus de quatre-vingts pays. La maitrise technologique du laboratoire
permis, dés 1962, la lyophilisation du filtrat de Saccharomyces boulardii, assurant ainsi

une stabilité du produit dans le temps.
10. Les moisissures

Les moisissures saprophytes (Mucorales, Penicillium, etc.) se développent sur les
fruits crus ou cuits, les fruits séchés placés a I’humidité, les déchets de betteraves et de
bagasse de canne a sucre. Elles sont utilisées depuis fort longtemps par I’homme pour la
préparation d’aliments et interviennent comme agents de fermentation dans la fabrication
du fromage. Elles synthétisent un grand nombre de substances complexes économiquement
trés importantes comme les enzymes, des acides organiques, des antibiotiques et des
alcaloides (Moreau, 1989 ; Roquebert, 1997).

e Le genre Aspergillus est trés répandu dans I’environnement et généralement trouvé
comme contaminant banal dans les cultures surtout des céréales et dérivés telle que
I’espece Aspergillus niger (Derache et al., 1986 ; Davise Larone, 1987).
Tandis que I’espéce Aspergillus versicolor a été isolée a partir des olives et des huiles
végétales (Kavitha et al., 1997).

12
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e Le genre Rhizopus contient plusieurs especes. Les plus communes sont : Rhizopus
oryzae, Rhizopus arrhizus et Rhizopus stolonifer isolées du sol, des graines des céreales et
des matiéres végetales en décomposition. L’espece Rhizopus stoloniferus a été isolée a
partir d’huile d’olives. Les especes de Rhizopus sont des moisissures qui, en se
développant sur les légumes et les fruits (Bananes, Fraises) les rendent mous (Breton,
1985).

11. Applications industrielles des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques présentent des activités métaboliques assez diversifiées et
une capacité d’adaptation a différents environnements. Cette diversité est responsable de

leur large gamme d’applications a I’échelle industrielle (Streit et al., 2007)
1.3. Domaine alimentaire

1.3.1. Role sur la structure, la texture et les caractéristiques organoleptiques

Dans I’industrie alimentaire, ces microorganismes permettent la conversion d’une
grande variété de matiéres premieres, conduisant ainsi a de nombreux produits :
saucissons, les laits fermentés et les fromages représentent des produits fabriques a partir
de matiéres premiéres d’origine animale, tandis que la choucroute, les olives et certains
vins (fermentation malolactique) sont des exemples de transformation de matiéres
premiéres d’origine végétale. lls sont aussi utilisés en boulangerie traditionnelle. Parmi
ces applications, I’industrie laitiéere est, sans doute, le plus grand consommateur de
ferments lactiques commerciaux, pour la production de laits fermentés, fromages, cremes
et beurres (Daly et al., 1998 ; Hugenholtz et al., 2002 ; Axelsson, 2004 ; Streit et al.,
2007).

Selon Mayra-Makinen et Bigret (1998), la fermentation du lait par des bactéries lactiques
est a I’origine de plus de mille produits différents, chacun avec ses caracteristiques
spécifiques d’arbme, de texture et de qualité.

En plus de I’industrie fromagere, les lactobacilles sont utilisés dans d’autres produits
laitiers. Parmi ces produits, on trouve le Kuele naoto et le Kwerioonik qui sont des produits
ethniques du lait fermenté (Vizoso Pinto et al., 2006), le Laban zeer, le M’Bannick, le

Koumiss et le Zincica (Codex Alimentarius, 2003).
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1.3.2. Rble dans la conservation

*production d’acide lactique : Les bactéries lactiques ont un rdle important dans I’inhibition des

flores non lactiques.

*production de bactériocines : Ces peptides antimicrobiens sont synthétisés par un trés grand

nombre de souches de bactéries lactique, elles sont généralement thermorésistantes.
1.3.3. Domaine de sante

L’intérét des bactéries lactiques en matiére de santé humaine a été initialement proposé
au début du XXeme siécle, en 1907 par le Russe Metchnikoff, selon lui les Lactobacillus
sp pouvaient réduire la putréfaction intestinale en modifiant sa flore. Le role des bactéries
lactiques sur la santé était dans le cadre des probiotiques (Langella et al., 2001 ; Calvez et
al., 2009).

1.4. Les bactéries lactiques comme probiotiques

1.4.1. Applications des probiotiques

Grace a leurs propriétés nutritionnelles et thérapeutiques utilisées par les industries
agroalimentaires et pharmaceutiques, les probiotiques sont parfois utilisés comme compléments
dans des produits comme les yaourts ou bien dans des préparations pharmaceutiques sous forme de
gélules. De nombreuses souches bactériennes ont montré leurs bénéfices sur la santé humaine et
sont déja commercialisées par des firmes telles que Danone avec Bifidobacterium lactis
(1zquierdo Alegre, 2009).

1-L’amélioration de la digestion du lactose

L’un des effets des bactéries lactiques (BL) qui a été le plus mis en avant et démontré chez
L’homme est celui qui concerne I'amélioration de I'intolérance au lactose. Ce disaccharide,
présent exclusivement dans le lait et ses dérivés, est formé de glucose et de galactose reliés
entre eux par une liaison . Sa digestion nécessite une lactase, ou f -galactosidase, qui
hydrolyse cette liaison et permet alors I'absorption des sucres simples libérés. Chez les
personnes souffrant d'intolérance au lactose, un déclin de la production de cette enzyme est
observé au-dela de la petite enfance. La deuxieme cause d’intolérance (intolérance
secondaire) est représentée par les maladies dont la conséquence est une réduction de la
surface de digestion-absorption intestinale ou une accélération du transit jéjunal, comme

les résections intestinales, les gastro-entérites, la maladie céliaque ou les gastrectomies.
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Plusieurs études ont montré que la B -galactosidase des BL participait a la digestion du
lactose dans I'intestin. En principe, le remplacement du lait par du yaourt conduit a une
meilleure absorption et une meilleure tolérance chez les sujets présentant une intolérance
au lactose (primaire et secondaire). 1l a été démontré que les bactéries qui survivaient dans
I'intestin gardaient une activité métabolique suffisante pour hydrolyser le lactose et que
celles dont la membrane est facilement lysée par les acides biliaires libéraient leur lactase

dans l'intestin (Izquierdo Alegre, 2009).

2-Réduction du taux de cholestérol sanguin

Des tests in vitro ont montré une réduction du taux de cholestérol dans un milieu de
culture avec certains Lactobacillus. Plusieurs hypotheses ont été emises pour expliquer ce
fait, comme I'assimilation du cholestérol par les bactéries ou I’hydrolyse des sels biliaires

conjugués (Izquierdo Alegre, 2009 ; Ziar et al., 2014).

Les acides biliaires, synthétisés par le foie a partir du cholestérol, sont "recyclés™ et
utilisés en moyenne trois fois pendant un méme repas. L’hydrolyse des sels biliaires
conjugués (les acides biliaires doivent étre conjugues a la taurine et a la glycine pour étre
solubles) rend nécessaire la synthése de sels biliaires supplémentaires, ce qui conduirait a
une réduction du cholestérol. Bien que la déconjugaison des sels biliaires puisse avoir des
effets bénefiques sur I’hdte, comme la diminution des niveaux de cholestérol, une
déconjugaison excessive ou une déshydroxylation des acides biliaires par certains
microorganismes semble avoir plusieurs effets néfastes sur I’héte. En effet, il a été suggeré
que les sels biliaires secondaires qui en découlent (acide désoxycholique et lithocholique)
endommagent I’ADN, augmentent les risques de cancer du cdlon et de calculs biliaires et
peuvent causer des altérations de muqueuses digestives provoquant de 1“inflammation et
de la diarrhée. Les bactéries les plus fréguemment désignée comme probiotiques, telles que
les souches des genres Lactobacillus et Bifidobacterium, sont incapables de déshydroxyler

les sels biliaires deconjugues (l1zquierdo Alegre, 2009).
3-Diminution des allergies alimentaires

L’incidence au cours des derniéres décennies des maladies allergiques est en constante
augmentation dans les pays industrialisés, pouvant toucher plus de 20 % de la population
(Grangette, 2011 ; Waligora et al, 2011).
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Cette théorie est a I’origine de I’utilisation des probiotiques, modulateurs du microbiote,
dans la prévention et le traitement de I’allergie, stratégie qui suscite beaucoup d’intérét
(Waligora et al., 2011).

La réaction allergique inflammatoire intervient dans un certain nombre de pathologies
telles que la rhinite allergique, la dermatite atopique, les allergies alimentaires et I’asthme.
Ces réactions allergiques sont dues a des réponses immunes exagerées, initiées par le
contact avec des molécules allergénes. Elles sont caractérisées par une production accrue
d’immunoglobulines IgE spécifiques de ces allergénes, associée au développement d’une

réaction inflammatoire.

L'allergie alimentaire du nourrisson se traduit souvent par de I'eczéma atopique. Les
traitements curatif et préventif de cette pathologie par des BL ont été évalués lors d'une
étude clinique sur 27 enfants nourris au sein et souffrant d'eczéma atopique par Isolauri et
al. (2000). Il a eté notamment observé qu'apres deux mois de traitement avec une formule
supplémentée en L. rhamnosus GG et B. lactis Bbl2, il y a eu une amélioration plus rapide
de I'état atopique en comparaison avec le groupe placebo. Un effet préventif de L.
rhamnosus GG a aussi été observé chez des enfants a risque nés de parents atopiques
(1zquierdo Alegre, 2009).

4- Réduction du risque de diarrhée

Plusieurs types de diarrhées sont dus a des infections microbiennes. Des effets
protecteurs de souches probiotiques contre certaines infections intestinales ont été observés
sur des animaux. Les mécanismes potentiellement impliqués incluent la production d’acide
lactique, de peroxyde d'hydrogene, d'autres substances antimicrobiennes telles que les
bactériocines, la compétition pour des nutriments ou des récepteurs d'adhésion, des actions
anti-toxines et la stimulation du systeme immunitaire. Plusieurs études randomisees
contr6lées sur I'hnomme ont montré I'efficacité des souches probiotiques pour prévenir ou
atténuer les perturbations digestives liées a la prise dantibiotiques et les diarrhées
nosocomiales infantiles dues surtout a des rotavirus. Cependant, ces effets ne sont pas
universels et les probiotiques ne semblent pas efficaces en toutes circonstances (Izquierdo
Alegre, 2009).

Les souches probiotiques L. acidophilus et L. casei, qu'on retrouve entre autre dans le
lait fermenté, ont fait I'objet d'études montrant leur efficacité contre la diarrhée associee a

la prise d'antibiotiques en milieu hospitalier (Penner et al., 2005).
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L'une des affections les plus fréquentes, la diarrhée du voyageur, est une situation
cliniqgue le plus souvent due a un mécanisme infectieux. De nombreux produits
pharmaceutiques destinés a prévenir cette pathologie existent sur le marché. Cependant, les
études randomiseées et contrblées ayant été menées n‘ont pas permis de demontrer un effet
indiscutable d'un probiotique sur la diarrhée du voyageur, soit du fait d'une méthodologie
statistique critiquable, soit du fait d’un trop grand nombre de sujets ayant abandonné
I'étude (1zquierdo Alegre, 2009).

5- Le traitement des maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI)

Les MICI représentent un probléeme majeur de santé publique, affectant environ 2,2
millions de personnes en Europe. Elles regroupent deux grandes pathologies, la maladie de
Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RC) (Grangette, 2011).

L’étiologie de ces maladies reste mal connue, cependant elle semble liée a une perte de

tolérance vis-a-vis de la flore endogene chez des sujets genétiquement prédisposés.

De récentes études métagénomiques indiquent clairement que le microbiote des patients
atteints de MICI est instable et que la complexité des différents phyla bactériens est
réduite, indiquant de sérieuses dysbioses. Des etudes ont reporté des niveaux plus faibles
de lactobacilles et de bifidobactéries. De ce fait, I’utilisation de probiotiques a émergeé
comme un outil thérapeutique intéressant pour le traitement des patients, représentant une
alternative intéressante a 1“utilisation de drogues immunosuppressives/anti-inflammatoires

qui présentent de nombreux effets secondaires (Grangette, 2011).
6- Le traitements gastriques

En medecine classique le traitement, une trithérapie de sept jours associant un
inhibiteur de la pompe a protons a deux antibiotiques, permet de s'en débarrasser dans 70
% des cas. Pour les malades résistants, un second traitement, quadrithérapie, plus puissant
et plus long, fait disparaitre la bactérie dans 63 % des cas, soit au total, un taux
d'éradication de 90 %. L'inflammation persiste pendant 6 a 24 mois et la muqueuse
redevient normale. Si celle-ci était déja atteinte, les lésions persistent, mais leur extension

et leur aggravation sont définitivement stoppées.

Une étude pilote effectuée par Saggioro et al en 2005 sur 30 adultes infectés par H.
pylori traités avec I'oméprazole + Placebo ou oméprazole + L. reuteri pendant 30 jours, a
montré que 60% des patients ont été éradiquée, tandis qu’aucun dans le groupe placebo.

Lionetti et ses colléegues en 2006 ont montré une réduction des symptémes gastro-
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intestinaux par L. reuteri supplémentation pendant et apres la thérapie d'éradication dans
un groupe d’enfants infectés. Enfin, Francavilla et ses collegues en 2008 dans une étude
pilote récente menee sur 40 adultes H. pylori positifs, subissant le traitement d'éradication
standard, ont montré que la pré-administration de L. reuteri dans les quatre semaines avant
le traitement réduit significativement la charge bactérienne, et diminue les symptdémes

gastro-intestinaux associés.

D'excellents résultats sont également signalés par l'administration de lait fermenté
enrichi avec des probiotiques (Tong et al., 2007 ; Sachdeva et Nagpal, 2009).

7- La prévention du cancer du c6lon et autres cancers

La flore intestinale et le systeme immunitaire jouent un réle dans la cancérogenese
coligue, ces deux parametres pouvant étre eux-mémes modulés par des probiotiques.
Plusieurs études ont montré que certains probiotiques pouvaient diminuer [l'activité
d'enzymes, la concentration de mutagénes ou d'acides biliaires secondaires dans les selles,
qui pourraient étre impliqués dans la cancérogenese colique. Les probiotiques pourraient
empécher la croissance d’autres souches qui transforment les procancérogénes en
cancérogenes, réduisant ainsi la quantité de cancérogenes dans I'intestin (Moroni, 2007 ;
Izquierdo Alegre, 2009).

Des etudes épidémiologiques ont montré une relation inverse entre la consommation de
produits laitiers fermentés contenant des lactobacilles ou des bifidobactéries et I'incidence
des cancers du cllon et du poumon. Des études sur l'animal ont montré que la
supplémentation de l'alimentation avec des souches spécifiques pouvait prévenir
I'établissement, la croissance et la métastase des tumeurs induites chimiquement. Deux
études randomisées et contrblées au Japon ont montré que I’administration orale de L.
casei souche biolactis diminuait de maniere significative le risque de récidive de tumeurs

superficielles de la vessie chez 'hnomme.

D'un autre cété, bien qu'il n’y ait pas de preuves expérimentales directes de la
suppression des cancers par la consommation de cultures probiotiques : il existe de
nombreuses preuves indirectes basées sur des études de laboratoire, ce qui ouvre des
perspectives pour l'application des probiotiques dans la prévention de certains types de

cancer et encouragent la recherche dans ce domaine (Izquierdo Alegre, 2009).
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CHAPITRE Il : GENERALITES SUR L’OLIVIER.

11.1. Origine et systématique
11.1.1. Origine géographique et expansion de la culture

L’olivier a une origine trés ancienne. Son apparition et sa culture remonterait a la
prehistoire. Selon Miner (1995), I’origine de I’olivier se trouve précisément dans les pays
en bordure de berceau ; des civilisations qu’est la méditerranée : Syrie, Egypte, Liban,
Gréce ou Rome et autres. Bien que d’autre hypotheses soient admises mais celle de
Decandolle est la plus fréeqguemment retenue; qui désigne que la Syrie et I’Iran comme lieux
d’origine de I’olivier (Loussert et Brousse, 1978), et I’expansion de sa culture est faite
de I’Est vers I’Ouest de la méditerranée grace aux Grecs et aux Romains lors de
leur colonisation du bassin méditerranéen (Loussert et Brousse, 1978 ; Breton et
al., 2006 ; Artaud, 2008).

D’aprés Coi (1998), l'olivier a poursuivi son expansion au-dela de la Méditerranée
avec la découverte de I'Ameérique en 1492. Au cours de périodes plus récentes, lI'olivier se

trouve dans I'Afrique du Sud, I'Australie, le Japon ou la Chine.

En Algérie, la culture de I'olivier remonte a la plus haute antiquité. Nos
paysans s'y consacraient avec art durant plusieurs siécles (Alloum, 1974). L'olivier et ses
produits constituaient alors I'une des bases essentielles des activités économiques de nos
populations rurales. L'huile d'olive faisait I'objet d'un commerce intense entre 1'Algérie et
Rome, durant I’époque romaine. Depuis cette époque, I’histoire de I’olivier se confond
avec I’histoire de I’Algérie et les différentes invasions ont eu un impact certain sur la
répartition geographique de I’olivier dont nous avons heérité a I’indépendance du pays
(Mendil et Sebai, 2006).

11.1.2. Origine génétique
L’origine genétique de I’olivier est jusqu’a présent imprécise, I’oléastre a toujours

été considéré comme I’ancétre de I’olivier (Breton et al., 2006).

Une étude, par les marqueurs moléculaires, de la diversité génétique de
I'olivier cultivé et des formes sauvages apparentées effectuée par Guillaume (1999)
montre que la sélection des variétés que l'on trouve aujourdhui serait le résultat
d'un isolement ancestral (derniére glaciation) de 3 populations d'oliviers : Afrique du
Sud, Asie et Bassin Méditerranéen (Besnard, 2009).
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Divers travaux ont suggéré que le croisement entre les formes cultivées et/ou les
formes sauvages est a I’origine des cultivars que nous avons hérités (Breton et al., 2006 ;
Idrissi et Ouzzani, 2003).

11.1.3. L’olive

L’olive fruit de I’olivier, est une drupe plus ou moins ellipsoidale de taille variable
selon la variété. Elle se compose de trois parties : le noyau (ou endocarpe), la pulpe

(mésocarpe) et la cuticule (épicarpe)

La composition chimique de I’olive (Tableau 01) est fonction de plusieurs

parameétres dont la variété, le climat et les conditions culturales.

Tableau 01 : Composition de I’olive selon (Maillard, 1975).

Constituants Eau Lipides Protides Glucides Cendres
(%) (%) (%) (%) (%)
Partie anatomique
Pulpe (épicarpe + 24,2 56,40 6,8 9,9 2,66
mésocarpe)
Coque du noyau 4,2 5,25 15,6 70,3 4,16
Amandons 6,2 12,26 13,8 65,6 2,16

) Substances de membranes

Les vitamines A, B1, B2, B3et E sont synthétisées durant la période de maturation du fruit.

L’olive renferme aussi les constituants suivants :

- Mannitol (dans les olives non mdres) ;

- Un pigment rouge : I’oléacyanine ;

- Un glucoside amer appelé oleuropéoside ou oleuropéine ;

- Acide oléanolique ;

- Du glutathion ;

- Des diastases : oléase et émulsive active sur I’oleuropéine ;

- Une cire et une résine excrétée par I’épicarpe (Banziger, 1998).
11.2. Description botanique de I’olivier

Selon Henry (2003) I'olivier appartient a :

20



Chapitre Il : Généralités sur I’olivier

» I’embranchement des phanérogames (fleurs, étamines et pistils et se reproduisent par

graines).

» Le sous-embranchement des Angiospermes Les angiospermes se distinguent par une
double fécondation, des organes reproducteurs se groupant en fleurs bisexuées et
des écailles ovuliferes ou carpelles entourant complétement les ovules qui, aprées la

fécondation, se transforment en fruit.

» La classe des Dicotylédones, on note :

- Embryon caracteérisé par deux cotylédons latéraux, rarement réduits a un seul ;
-Embryogenése selon deux plans de symétrie ;

-Feuilles comportant un pétiole et un limbe a nervation réticulée ;

-Appareil végétatif: la racine principale n'avorte pas, présence d'un véritable tronc,

les feuilles sont complétes ;

La sous-classe des Asteridae, qui sont gamopétales et tétra cycliques. La corolle est d’une

seule piece ; les pétales de la fleur sont soudés entre eux.
» L'ordre des Srophulariales

L'ordre des Scrophulariales réunit des plantes a feuilles habituellement opposées,

sans stipules et le plus fréquemment a limbe entier.
» La famille des Oleaceae

Les traits caractéristiques des Oleaceae sont un androcée a 2 étamines et un ovaire a 2

loges biovulées.

L'olivier appartient a la famille largement distribuée des Oleaceae qui comprend 25
genres et plus de 500 especes. C'est une famille tres distincte, surtout caractérisée par ses
fleurs régulieres, souvent de parfum agréable, qui a une corolle gamopétale a 4 lobes. Les
Oléacées ont des feuilles opposées ou carpelles alternes. La formule florale est la
suivante : 4S+ 4P + 2E+ 2 C.

» Le genre Olea
Il regroupe 30 a 40 especes suivant les auteurs Gaussen (1982) et Cronquist (1988).
» L'espece Oleaeuropaea Linné

Oleaeuropaea Linné est I'unique espece méditerranéenne représentative du genre Olea.
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11.2.1. Certaines classifications distinguent deux sous-especes

- L'olivier cultivé : Oleaeuropaea Linné variété saliva: il est constitué par un grand

nombre de variétés ameliorees, multipliees par bouturage.
- L'olivier sauvage, encore appelé oléastre : Oleaeuropaea Linné variété oléastre.

L’oléastre se différencie de I'olivier cultivé par ces caractéres: c'est un
arbrisseau, il posséde des rameaux épineux et quadrangulaires, ses fruits sont petits et

nombreux et son huile est peu abondante.

D’aprés Dupont et Guignard (2012), Kadereit et Bresinsky (2013), I’olivier
appartient a :

- Régne : Plantae

- Embranchement : Embryophytes

- Sous Embranchement : Trachéophytes (Plantes vasculaires)
- Super-classe: Spermatophytes (Plantes a graines)

- Classe : Magnoliopsida (Angiospermes)

- Sous-classe : Lamiids

- Eamille : Oleaceées (la famille de I'Olivier)

- Genre : Olea

- Espece: Oleaeuropaeal.
11.3. Exigences pédoclimatiques de I’olivier
11.3.1. Exigences climatiques
11.3.1.1. La température

L’olivier est un arbre des pays a climat méditerranéen ou les températures
varient entre 16 et 22°C (moyenne annuelle des températures). Il aime la lumiére et la
chaleur, supporte trés bien les fortes températures, méme en atmospheére seche, et ne craint
pas les insolations. De méme il craint le froid, les températures négatives peuvent étre

dangereuses particulierement si elles se produisent au moment de la floraison
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(Hannachi et al., 2007). Il est aussi apte a bien supporter les températures élevées
de [I’été si son alimentation hydrique est satisfaisante (enracinement profond

nécessaires en climat présaharien).
11.3.1.2. La Pluviométrie
Les précipitations hivernales permettent au sol d’emmagasiner des réserves en eau.

Les pluies automnales de Septembre — Octobre favorisent le grossissement et la maturation

des fruits.

La pluviométrie ne doit pas étre inférieure @ 220 mm par an, ce nombre peu élevé
montre que I’olivier supporte bien la sécheresse Il se contente, en effet, d’une pluviométrie

basse, la moins élevée de toutes les especes fruitiéres.

La période de 15 Juillet au 30 Septembre est trés importante pour le
développement des fruits .Si elle est trop séche, les fruits tombent prématurément et le
rendement diminue considérablement .C’est pourquoi, une irrigation est parfois

nécessaire pour éviter cet accident.
11.4. Exigences pédologiques

L’olivier ne présente pas d’exigences particuliere sur la qualité des sols, il a la
réputation de se contenter de sols pauvres, qu’ils soient argileux ou au contraire Iégers ou
pierreux, mais ils doivent étre assez profonds pour permettre aux racines de nourrir I’arbre

en explorant un volume suffisant de terre.

L’olivier redoute les terrains trop humides. Le sol doit avoir une teneur en azote

élevée (Hannachi et al., 2007).
I1.5. Diversité de I’olivier dans le monde

La culture de I’olivier depuis son installation sur le pourtour méditerranéen sous
ses formes sylvestres et cultivees, a été I’objet de sélections naturelle et humaine. Comme
pour toutes espéces fruitieres dont la culture est trés ancienne I’olivier présente un
nombre considérable de variétés. Cette espéce présente un grand polymorphisme di aux
influences du sol et du microclimat qui sont susceptible d’apporter des modifications
qui peuvent étre phénotypique et/ ou génotypique (Ouzzani et al., 1995 ; Trujillo
et al., 1995; Belaj et al., 2001). Cette richesse du matériel génétique est notamment due
a la grand longévité de I’arbre, a son histoire séculaire et a la nature de sa pollinisation
(Cantinial, 2008 ; Bracci al., 2009).
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L’olivier a déevelopper une plate-forme variétale caractéristique pour chaque aire
de culture, prés de 1250 variétés cultivée dans 54 pays sont conservées dans prés
de 100 collections, et qui ont été incluses dans la base de données du germoplasme de
I’olivier de la FAO (Bartolini, 2008). Ce nombre est certainement plus élevé a cause
du manque d’informations pour beaucoup de cultivars locaux et écotypes (Cantini
et al., 1999 ; Muzzalupo et al., 2014). La plus grande partie de ces cultivars vient des
pays de I’Europe méridionale tels que [I’ltalie avec 610 -cultivars, I’Espagne 280
cultivars, la France 100 cultivars, la Gréce 101 cultivars et la Tunisie 70 cultivars
(Corrado et al., 2010 ; Linos et al., 2014). Les principales variétés cultivées dans le

monde sont portées dans le tableau 02.
Les variétes d’olivier se divisent en trois catégories

- Les variétés a huile sont principalement destinées a I’extraction de I’huile et sont

caractérisees par un rendement variable mais normalement non inférieur a 16- 18 %.

- Les variétés de table sont les variétés dont les fruits sont destinés a la consommation
directe.

- Les variétés a double aptitude sont celles qui peuvent étre utilisées tant pour I’extraction

de I’huile que pour la production d’olives de table.
11.6. Diversité de I’olivier en Algérie

L’olivier est principalement cultivé sur les zones cotieres du pays & une distance de
8 a 100 km de la mer ou il trouve les conditions favorables pour son développement. Il
occupait, en 2009, une superficie de 310 000 hectares (Khoumeri, 2009), qui se

répartie sur tout le territoire comme le montre la figure 09.
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Tableau 02 : Les principales variétés cultivees dans le monde (Coi, 2010).

Pays Principales variétés

Albanie Kaliniot

Algérie Chemlal ; Sigoise ; Azeradj ; Limli ; Blanquette de Guelma

Argentine Arauco

Chili Azapa

Croatie Lastovka ; Levantinka ; Oblica.

Chypre Ladoelia

Egypte AggeziShami ; Hamed ; Toffah

Espagne Alfafara ; Alorena ; Arbequina ; Bical ; Blanqueta ; Callosina ; Carasqueno de la
Sierra ; Castellana ; Changlot Real ; Cornicabra ; Empiltre ; Farga ; Gordal de Granada
; Gordal Sevillana ; Hojiblanca ; Lechin de Granada ; Lechin de Sevilla ; Loaime ;
Lucio ; Manzanilla cacerena ; Manzanilla Prieta ; Manzanilla de Sevilla ; Mollar de
Ceiza ; Morisca ; Morona ; Morrut ; Palomar ; Picual ; Picudo ; Rapasayo ;
Royal de Gazorla ; Sevillenca ; Verdial de Badajoz ; Verdial de Huevar ;
Verdial de Velez-Malaga ; Verdiell ; Villalonga.

France Aglandau ; Bouteillan ; Grossane ; Lucques ; Picholine Languedoc ; Salonenque
; Tanche.

USA Mission

Gréce Adramitini;Amigadalolia ; Chalkidiki ; Kalamone ; Conservolia ; Koroneiki ;
Mastoidis ; Megaritiki ; Valanlia.

Italie AscolanaTenera ; Biancolilla ; Bosana ; Canino ; Carolea ; Casaliva ; Cassanese
; Cellina di Nardo ; Coratina ; Cucco ; Dolce Agogia ; Dritta ; Frantoio ; Giarraffa ;
Grignan ; Itrana ; Leccino ; Majatica di Ferrandina ; Maraiolo ; NocellaradelBelice ;
NocellaraEtnea ; OliarolaBarese ; Oliva di Cerignola ; Ottobratica ; Pendolino ;
Oisciottana ; Pizz’eCarroga ; Rosciola ; Sant Agostino ; Santa Caterina ; Taggiasca.

Jordanie Rasi’i

Liban Soury

Maroc Haouzia ; Menara ; Meslala ; Picholine Marocaine

Palestine NabaliBaladi

Portugal NabaliBaladi

Slovénie Bianchera

Syrie Abou-Satl ; Doebli ; Kaissy ; Sorani ; Zaity

Tunisie Chemlali de Sfax ; Chétoui ; Gerboui ; Meski ; Oueslati

Turquie Ayvalik ; cekiste ; celebi ; Domat ; Erkence ; Gemlik ; lzmir Sofralik

Memecik ; Uslu.

Yougoslavie Zutica.
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Les principaux est les plus anciens vergers oléicoles se trouvent dans les
régions montagnardes et les collines recouvrant une surface de 195 000 hectares
(Khoumeri, 2009), ainsi que dans les plaines occidentales du pays (Mascara, Sig,
Relizane..) et dans les vallées comme la Soummam. Cette superficie a bien nettement
augmenté par la mise en place d’un programme national pour le développement de
I’oléiculture intensive dans les zones steppiques, présahariennes et sahariennes
(Msila, Biskra, Ghardaia...). La carte si dessous (figure 09) montre la nouvelle
distribution oléicole, il est net expansion des superficies vers les zones steppiques,

présahariennes et méme sahariennes.

L oliveraie en 1999

- Nouvelles aire oléicole

Figure 10 : Carte oléicole de I’Algeérie (ITAFV, 2008).

11.7. Importance et utilisation
11.7.1. Importance économique

L’olivier, signe d’identité du Bassin Méditerranéen, a constitué depuis toujours un
des piliers de I’économie agricole des pays de cette région. Par les deux principaux
produits dérivant de sa culture, le fruit et son huile, I’olivier joue un rdle moteur en termes
d’économie, d’emploi, et d’equilibre social et environnemental des régions

méditerranéennes (Marrakchi, 1988).
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11.7.1.1. Dans le monde

L’olivier a connu une extension progressive a travers le monde. Actuellement la
culture de I’olivier s’étale sur une superficie de 9.984.919 hectares (FAO STAT,
2013) dont 98% se sont situés dans le pourtour de la méditerranée (Guerbaa, 1988 ;
FAO, 2003 ; Mendil, 2009). Selon (Sbitri, 2009), en 2006 et au sein du bassin
méditerranéen, I’Europe concentrait 53 % des surfaces cultivees, suivie de I’ Afrique (27%)
et du Moyen-Orient (17 %).

Les productions mondiales d’huile d’olive et d’olives de table ont atteint un pic
historique de 3.036.487 t et 20.545.421 t, respectivement en 2011/2012 (Anonyme 1). Les
pays méditerranéens, avec plus de 95% de la production d’huile d’olive et d’olives de
table restent prédominants (FAO, 2003 ; Mendil, 2009). Pour la compagne en cours
(2012/2013), les productions mondiales s’annoncent inférieures 2.903.676 t d’huile d’olive
et 16.584.857 t d’olive de table (FAOS TAT, 2013). Cette baisse de production est due
entre autre a une diminution de 1.006.600 t de la production espagnole suite a la succession

d’une gelée sévere d’hiver et aux fortes chaleurs de I’été (Anonyme 2).

Depuis les années 90, I’huile d’olive et I’olive de table sont consommées en
quantités importantes a I’intérieur ou en dehors de leurs zones de production. Les
consommations mondiales d’huile d’olive et d’olive de table progressent en suivant les

mémes rythmes et tendances que ceux de production (Doutsias 1988 ; FAO, 2003).

Le groupe des principaux consommateurs est constitué des pays suivants
UnionEuropéenne, U.S.A., Syrie, Turquie, Maroc, Algérie, Brésil, Japon, Australie,
Canada et Tunisie. L’Union Européenne est le plus grand consommateur mondial avec une
part de 66 % (Anonyme 3).

11.7.1.2. En Algérie

L’Algérie fait partie des principaux pays méditerranéens dont le climat est plus
favorable a la culture de I’olivier ou il constitue une des principales essences
fruitieres a I’échelle nationale (Benderradji et al., 2007 ; Babouche et Kellouche,
2012). L’oleiculture algérienne est constituée d’environ 32 millions d’arbres
(Bensemmane, 2009 ; Mendil, 2009), répartie sur une superficie d’environ 328.884
hectares (FAO STAT, 2013) soit 34,09% du verger arboricole national.

L’olivier, de par ses fonctions multiples de lutte contre I’érosion, de

valorisation des terres agricoles et de fixation des populations dans les zones de
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montagne, s’étend sur tout le territoire national. D’aprés (Chaux, 2012), il se concentre
notamment dans trois principales régions : la région du Centre (54%), la région de I’Est
(29%) et la région de I’Ouest (17%).

Pour la région centre, I’essentiel du verger oléicole de cette zone (95%) est occupé
par les wilayas de Béjaia, Tizi-Ouzou et Bouira. Les wilayas de Guelma, Sétif, Jijel et
Skikda détiennent 68% du verger oléicole de la région Est ; et enfin, la région Ouest
représente 71% du verger est occupé par les wilayas de Mascara, Sidi Bel abbés,

Relizane et Tlemcen.

La filiére oléicole nationale est en grande partie dominée par le secteur privé, elle
constitue une source de revenus significative pour la population rurale et offre en moyenne

55 000 emplois permanents (Benderradji et al., 2007).

En termes de production d'olives nationale, elle connait des variations
importantes d’une année a I’autre, dues a divers facteurs tels que la productivité
alternante caracteéristique de certaines variétés, la pluviométrie, les incendies de foréts dans
certaines régions du pays et les pratiques culturales. En 2012, la production nationale
d’olive et d’huile d’olive était 393 840 t et 55 200 t (FAO STAT, 2013).

L’oléiculture algérienne est en grande partie a caractere familiale ou
I’autoconsommation est privilégiée (Nouad, 2004 ; Benabid, 2009), cela fait que la vente
d’huile d’olive n’est pas assez développée. Les exportations algériennes d'huile d'olive,
sont, contrairement aux pays Vvoisins, a un niveau modeste, ne dépassant pas les 2500
tonnes par an. Elles sont essentiellement destinées a la France, au Canada, a la Belgique,
en plus de quelques tentatives récentes vers la Chine (Massissilia, 2012).

11.7.2. Importance alimentaire

Arbre typiquement méditerranéen, I’olivier est cultivé notamment pour son
fruit, I’olive, dont I’huile est un élément clé du régime méditerranéen. Ingrédient
incontournable, I’huile d’olive est largement utilisée dans les cuisines méditerranéennes
(QAIC, 2008). (Selon Luaces et al., 2003 ; Benabid 2009). La forte consommation de
I’huile d’olive a travers le monde est due a ses vertus nutritionnelles et diététiques ainsi

qu’a ses propriétés organoleptiques.

Toutes les études démontrent que les régimes alimentaires a base d'huile
d'olive sont bénéfiques pour la santé humaine en diminuant le risque de plusieurs

maladies. La consommation réguliere de cette huile est associée a une incidence limitée

28



Chapitre Il : Généralités sur I’olivier

des maladies cardiovasculaires, des désordres neurologiques, cancers du sein et du colon,
ainsi qu’aux propriétés antioxydantes (Ghedira, 2008). Ces bienfaits sont liés I'un ou
l'autre a sa richesse en acides gras bien-équilibrée, ou I'acide oléique est le composant
principal et ou a la présence des biomolécules mineures, telles que les vitamines et

les antioxydants naturels.
11.8. Caractéristiques morphologiques
11.8.1.Le systeme racinaire

L’olivier possede un systeme racinaire fasciculé trés puissant, géneralement situé
sous le tronc dans une profondeur de 50 a 70 cm (Argenson et al., 1999). Des rejets,
assureront la pérennité de I’arbre, se développent a proximité du collet ou les racines
offrent une surface raboteuse et bosselée appelée souchets ou ovules (Argenson et
al., 1999).

11.8.2. Les organes aériens

La partie aérienne d’un plant d’olivier comprend : le tronc, les charpentiéres, la

frondaison et les rameaux fructiferes (Loussert et Brousse, 1978).
« Letronc

D’aprés (Pagnol, 1975), le tronc d’un olivier est tout d’abord lisse, gris verdatre
jusqu’a la dixiéeme année environ. Avec le vieillissement, il se déforme en devenant

noueux, crevassé, fendu, élargi a la base et d’une couleur gris foncé presque noire.

Selon la zone de culture et le mode de conduite adopté, certains oliviers

atteignent 8 a 10 m de hauteur, alors que d’autres ne dépassent guére 3 a 5 m.
¢ Les charpentiéres

Ce sont de grosses ramifications destinées a former la charpente de I’arbre. 1l s’agit des
charpentieres maitresses ou branches meres qui prennent naissance sur le tronc et des
sous-charpentieres ou sous branches meéres qui se développent sur les charpentiéres
(Loussert et Brousse, 1978). Ces sous-charpentiéres portent des rameaux feuillés et des

rameaux fructiféres qui formeront le port de I’arbre.
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« La frondaison

Elle est constituée principalement par I’ensemble du feuillage (Loussert et Brousse,
1978). La feuille de I’olivier est simple, entiere, a pétiole court et a limbe lancéolé qui se
termine par un mucron (Argenson et al., 1999). Les feuilles sont opposees et
persistantes, leur durée de vie est de I’ordre de 3 ans. Elles possedent des formes et des
dimensions trés variables suivant les variétés. Elles peuvent étre ovales, ovales
oblongues, lancéolées et parfois presque linaires. Les dimensions peuvent varier de 3 a 8

cmde long et de 1 a 1,25 cm de large (Loussert et Brousse, 1978).
¢ Les rameaux fructiféres

Ce sont les rameaux qui porteront les fleurs puis les fruits (Loussert et Brousse, 1978).
L’inflorescence est une panicule (Chol et al., 2005), constituée de grappes longues et
flexueuses dressées a I’aisselle des feuilles de I’année précédente, elle peut comporter de
10 a 40 fleurs selon la variété (Loussert et Brousse, 1978). Petites et d’un blanc jaune
verdatre, Les fleurs sont régulieres, hermaphrodites avec une formule florale trés

simple : 4 sépales, 4 pétales, 2 étamines, 2 carpelles (Argenson et al., 1999).

Le fruit est une drupe a mésocarpe charnu, riche en lipide, de diametre compris entre 1 et
3 cm (Argenson et al., 1999). L’endocarpe ou noyau est dur, généralement fusiforme
portant une série sillons longitudinaux. Il renferme une graine a albumen : I’amandon
(Loussert et Brousse, 1978). La couleur de I’épiderme et les formes du mésocarpe et de

I’endocarpe sont des caracteres variétaux (Chol et al., 2005).

A maturation, I’épicarpe passe de la couleur vert tendre (olive verte), a la couleur
violette ou rouge (olive tournante) et enfin a la couleur noiratre (olive noire) (Loussert et
Brousse, 1978).

11.9. Caractéristiques biologiques

Comme toutes les espéces fruitieres ligneuses, I’olivier répond aux mémes
phénomeénes biologiques et physiologiques de développement. Le cycle évolutif annuel
d’un arbre fruitier concerne I’ensemble des processus et des changements que subit la
plante durant une année (Benettayeb, 1993). Il se distingue par deux grandes phases : de

repos et celle d’activité.

30



Chapitre Il : Généralités sur I’olivier

11.9.1. La phase du repos hivernal

En géneral, elle s'étend de la chute des feuilles en automne, a I’apparition des premiers
signes d'activité au printemps (Benettayeb, 1993). Chez I’olivier, elle s’étale généralement

de Novembre a fin Février —début Mars (Loussert et Brousse, 1978).
11.9.2. La phase d’activité

Deux principaux processus (la croissance vegeétative et la fructification) se
déroulent au cours de cette période.

A) La croissance végétative

Elle se caractérise par I’apparition de nouveaux organes, jeunes pousses et
nouvelles racines d’une part et, par le développement de ces organes d’autre part. La
croissance vegétative commence chez I’olivier au début du printemps (Mars) en donnant
des nouvelles pousses feuillées et des bourgeons a I’aisselle de ces feuilles (Benettayeb,
1993).

B) La fructification

Fernandez-Escabar a défini la fructification comme étant I’ensemble des processus
physiologiques intervenant chez une plante, se traduisant par la formation de fruits
(Fernandez, 1993).

> La floraison

Elle désigne la maturité des organes sexuels suite au développement des ébauches

florales et se traduit par I’épanouissement des fleurs (Benettayeb, 1993).

D’aprés (Argenson et al., 1999), la floraison s’effectue sur la pousse de
I’année précédente et la pousse de deux ans qui n’a pas fleuri I’année 1. Chez I’olivier, les
fleurs s’épanouissent d’avril a juin suivant les conditions climatiques. En général, 1 a 5%

de ces fleurs suffit pour assurer la récolte (Pesson et Louveaux, 1984).
» Les stades reperes et la floraison

L’évolution de la fleur de I’olivier est en étroite relation avec les conditions
climatiques notamment les températures printanieres (Colbrant et Fabre, 1976 ; cités par

Loussert et Brousse, 1978).
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> Pollinisation et fécondation

La pollinisation puis la fécondation des ovules interviennent pendant le mois de
Mai (Fernandez, 1993). Assurée par le vent, la pollinisation chez I olivier est
généralement croisée (interpollinisation). L’autofécondation, par contre, est un phénoméne
assez rare (Loussert et Brousse, 1978). Pour certaines variétés présentant des cas de
stérilité ou d’incompatibilité, un inter pollinisation est également nécessaire. Dans ces cas,
la plantation des variétés en melange sera indispensable pour assurer la récolte (Pesson et
Louveaux, 1984). Le choixdes pollinisateurs est en fonction de leur productivité, de la
qualité de leurs grains de pollen et surtout de la concordance de leur période de floraison

avec celle des cultivars a polliniser (Ouksili, 1983 ; Mehri et Kamoun, 1995).
» Nouaison et grossissement du fruit

Le jeune fruit en cours de formation apparaitra hors de la cupule calicaire apres la
fécondation, c’est la nouaison (Loussert et Brousse, 1978). Cette derniere dépend des
facteurs biologiques (pollinisateurs compatibles, viabilité des pollens) et climatiques
(vent, Température). Si les températures printaniéres sont fraiches, le nombre de
fruits développés peut aller jusqu’a 5 ou 7 fruits par inflorescence (Argenson et al.,
1999). Selon (Loussert et Brousse 1978), une chute de fruits peut survenir plus tard en
juin. Elle est utile car elle constitue un éclaircissage naturel. Les fruits subsistant
continuent leur grossissement jusqu’au début de la pigmentation de la pulpe (arrét de la

croissance du fruit) (Argenson et al., 1999).
» Maturation du fruit

C’est la phase durant laquelle le fruit s’enrichit en huile (Loussert et Brousse,
1978). Elle commence vers la mi-octobre, quand le fruit commence a changer de
couleur (véraison) et se poursuit jusqu'a la mi-novembre ou janvier selon les cultivars et les
conditions climatiques locales. Deux phases de maturation sont considérées ; la maturation

verte et la maturation noire (Argenson et al., 1999).
11.10. La récolte des olives

Il existe de nombreuses techniques de récolte des olives variant en fonction de la
destination finale de ces olives, de la nature du sol et de la superficie de I’exploitation. La
méthode traditionnelle est la récolte a la main ; c’est la plus respectueuse de I’arbre mais la
récolte est fastidieuse et trés longue donc cette technique n’est plus utilisée que pour les

olives de table (car elles ne doivent pas étre abimees) (Veillet, 2010).

32



Chapitre Il : Généralités sur I’olivier

La méthode la plus communément utilisée en Algérie est la cueillette au peigne manuel
(Figure 10) : les oléiculteurs déposent un filet sur le sol et utilisent un peigne qui va

arracher les olives de la branche et les faire tomber sur le filet.

Il existe maintenant des systemes de peignes mecaniques équipés d’un moteur
faisant tourner les peignes au bout d’un manche télescopique. Cette technique permet une
récolte plus rapide des olives et reste peu traumatisante pour les oliviers. En Espagne ou en
Italie la technique la plus  utilisée sur les grandes exploitations st celle par
vibration des branches : des pinces métalliques viennent enserrer le tronc de I’olivier et
une vibration & haute fréquence va étre appliquée au tronc. Les olives mdres vont alors
tomber de I’arbre et peuvent étre utilisées pour la production d’huile. Le principal
inconvénient de ce systéme, outre son codt a I’achat, est les dégats qu’il peut occasionner

aux jeunes rameaux des oliviers (Veillet, 2010).

Figure 11 : La cueillette des olives par les différentes méthodes (Henry, 2003).

A :alamain; B : au peigne manuel ; C : au peigne mécanique ; D : vibration des branches
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CHAPITRE Il : MATERIELS ET METHODES

L'ensemble de ce travail a été réalisé au laboratoire des micro-organismes bénéfiques,
des aliments fonctionnels et de la santé (LMBAFS, site Ill, ex. INES de chimie) et au
laboratoire de Microbiologie 2 (Micro-2 au site 11, ex, ITA), faculté des sciences exactes et
sciences de la nature et de la vie de I’université Abdelhamid Ibn Badis, Mostaganem.

I11. 1. Matériel végétal

Cette étude a porté sur les olives cueillis d’un seul olivier planté a une maison a Sidi
Lakhdar, willaya de Mostaganem.

Nous avions cueillies (mois de Novembre 2017) correctement, environ 2,5 kg d’olives
vertes et nous les avions mises dans un plat ovale d'argile a la température ambiante. L'eau
a été renouvelée tous les jours pendant 15 jours. Au fur et a mesure les olives changent de
couleur : elles perdent leur couleur verte tendre pour virer un peu au vert - jaunatre. Elles
perdent aussi leur amertume. Au bout de 10 jours, une olive est goutée. Cette opération est
indispensable pour voir si elle a perdu presque toute son amertume.

Figure 12 : des échantillons de I’expérience 34
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Au 16°™ jour, nous avions ajouté 75 g /2.5 litre d’eau et la fermentation est laissée pendant

15 jours sans changer I'eau.

Figure 13 : les conditions d’expérience

Au 31éme jour, nous avions ajouté la méme quantité de sel (75 g) dans I’eau de

fermentation et les olives terminent leur fermentation de deux mois.

Figure 14 : La constitution d’une couche blanche reflétant une bonne fermentation

microbienne des olives.

111.2. Techniques de préléevements, d’échantillonnage et d’identification

111.2.1. Préparation des dilutions décimales

Un millilitre de la dilution mére (10%) est prélevé aseptiquement a I’aide d‘une
micropipette et introduit dans un tube a essai contenant 9 ml d‘eau physiologique stérile.
On obtient ainsi la dilution 107 et on répéte la méme procédure en prélevant 1ml a partir
de la dilution 10”2 et en I*introduisant aseptiquement dans un tube & essai contenant 9 ml du

diluant et ainsi de suite jusqu‘a 10" (Guiraud, 2003).

111.2.2. Mesure de pH
Le pH des différents échantillons d’olive est mesuré par un pH-métre, la mesure du

pH exprime la concentration en H+. Apres |‘étalonnage du pH-métre, I*électrode est placée
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directement dans la masse I’échantillon (eau de fermentation des olives) (Saoudi, 2012).

111.3.2. Préparation des dilutions

111.3.2.1. Isolement des souches bactériennes

1 mL de la solution mére (eau d’olives) dans une solution peptone sel. Cent
microlites (0,1ml) des dilutions (10°, 10 et 1077) sont ensemencés en surface sur
les milieux M17 gelosé, MSE gélosé et MRS gélosé (pH 5.4 et 6.5).

- Incubation :
M17 : deux série de boites : (1) cocci mésophiles incubation a 30°C en aérobiose 24 a
48h ; (2) cocci thermophiles incubation a 45°C en aérobiose 24 a 48h.
MSE : incubation a 30°C en aérobiose 24h a 5 jours.
MRS : (pH 5.4 : 6.5) : deux serie de boites : (1) lactobacilles mésophiles incubation a 30°C
en anaérobiose enrichie en CO2 (jarre +bougie) 24 a 72h ; (2) lactobacilles thermophiles
incubation a 45°C en anaérobiose enrichie en CO2 (jarre +bougie) 24 a 72h.

Anaérobiose : mélange de bicarbonate de Na et FeClz+ bougie.

111.3.2.2. Purification
La purification des souches isolées est réalisée par repiquages successifs alternant sur
milieux sélectifs MRS liquide et solide (par la méthode des stries), et I*‘incubation a 37°C.
La pureté des souches est révélée par des colonies homogenes ayant le méme aspect
extérieur (couleur, taille et forme) (Guiraud, 2004). Ces colonies pures sont retenues pour

la suite de |‘étude

111.3.3.Conservation des souches

Deux types de conservation ont été appliqués. Une a courte et I’autre a longue durée.

-Conservation courte durée

La conservation a court terme des souches pures est effectuée sur milieu solide
MRS incliné. Apres croissance a la température optimale, les cultures sont maintenues a
4°C et le renouvellement des souches se fait par repiquage toutes les 4 semaines (Badis et
al., 2005).

-Conservation longue durée

Pour une conservation a long terme, a partir des cultures de 18h (milieu liquide), Le
milieu de conservation contient 70% d’une solution de suspension bactérien et de glycérol
a 30%.

36



CHAPITRE Il . MATERIELS ET METHODES

Les cultures sont conservées en tubes Eppendorfs a =20 °C. Avant toutes utilisations des
souches, une culture congelée était réactivée et repiquée sur son milieu pendant deux nuits

successives (Bolduc et al., 2006).

Culture de 18h sur bouillon MRS

!

Répartition dans des tubes Eppendorfs 700l de culture bactérienne jeune et 300ul de
glycérol

i

Conservation a-20°C.

Figure 15: Schéma de conservation longue durée des bactéries lactiques (Saidi et al.,
2002).

111.3.2.3. Identification des souches

Aprés I’étude macroscopique des colonies, on prend de chaque boite 10 colonies

isolées de forme caractéristique sur lesquelles sera effectuée une coloration de Gram et une

recherche de la catalase.

111.3.2.3.1. Pré-identification des souches : Les caractéristiques phénotypiques
des souches
- Etude morphologique
A/ L’aspect macroscopique et microscopique
Cette étude est basée sur I*observation visuelle de la culture des isolats sur milieu
MRS solide et liquide ; pour caractériser la taille, la forme et la couleur des colonies sur
milieu MRS solide (Badis et al., 2005) et le trouble dans le milieu liquide.
L’etude macroscopique nous a permis de noter le diamétre, la pigmentation et I'aspect des

colonies (Hassaine, 2013).
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B/L’aspect microscopique
L'étude microscopique par l‘intermédiaire de la coloration de Gram, nous a permis

d’examiner la forme, le mode d‘association et le Gram de ces bactéries.

La coloration de Gram a été effectuéee selon le protocole décrit par (Prescott et al., 2003).
Cette coloration permet de différencier les bactéries & Gram positif de celles a Gram

négatif, les batonnets, les coques et le mode de regroupement (Hadef, 2012).

C/Coloration de Gram

% Principe
La coloration de Gram est la base de I’identification d’une souche bactérienne. Elle doit
étre parfaitement maitrisée car c’est le point de départ du choix des examens

complémentaires a effectuer, des milieux a ensemencer.

s+ Technique

e Réaliser un frottis ou un étalement.

e Fixer la préparation a la flamme sans depasser 50 - 60°C (brievement supportable a la

main) ce qui les séche, puis laisser refroidir la lame.

e Immerger (ou inonder) les lames dans la solution de Cristal Violet pendant 1mm.

e Lavage a I'eau en transvasant les lames.

e Immerger (ou inonder) les lames dans du Lugol pendant 1 mn en les agitant.

e Laver a nouveau a l'eau distillée.

e Décolorer jusqu'a disparition de la couleur violette dans I'alcool en faisant couler goutte a
goutte sur la lame inclinée ou en immergeant les lames pendant une dizaine de secondes

dans le décolorant.
e Laver a I'eau distillée.
e Contre colorer avec la solution de safranine diluée ou de fuchsine diluée pendant 20 a 30

secondes.
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e Laver a l'eau et sécher a l'air ou en chauffant vers 50°C. Les lames doivent étre

parfaitement séches.

D/Test de catalase
e Déposer une goutte d’eau oxygénée sur une lame.

e Y déposer, a I’aide de I’anse de platine ou d’une pipette Pasteur boulée, une colonie
isolée (ou plusieurs si petites colonies) de la souche a tester.

e Observer I’apparition de bulles.

o Dégagement gazeux, cad ; Production d’O2 provenant de la dégradation d’H20> :
Souche catalase +
e Absence de dégagement gazeux, cad ; Absence de production d’O2 provenant de la

dégradation d” H202 : Souche catalase -

& Les bactéries aux formes bacillaires Gram-positive et catalase-négative sont repiquees
sur le bouillon MRS.
& Les bactéries aux formes de coque Gram-positive et catalase-négative sont repiquées

sur le milieu bouillon M17.

111.3.2.3.2. Tests physiologiques et biochimiques
1-Tests physiologiques

-Croissance dans les conditions hostiles (Sherman, 1937 ; Larpent Gourgaud et
al., 1997)

A/ Test de Croissance a differentes températures (15 et 37°C)

Les souches bactériennes sont ensemencées dans leurs milieux sélectifs et tester
leurs croissances a deux températures 15°C et 37°C. Le développement des souches était
apprécié apres une semaine d'incubation pour les cultures a 15°C et apres 24 et 48 H pour
les cultures a 37°C, par comparaison avec un tube de milieu non ensemencé incubé a la

méme température (examen de la turbidité).
B/ Test de croissance en présence de NaCl (2,5 ; 4 et 6,5%)

Sur des bouillons hypersalés contenants du NaCl a concentration de 2,5; 4 et 6,5%
(composition voir I’annexe), cultiver les souches isolées et les faire incubées a des
températures adéquates pendant 24 a 72 h. Le développement des cultures a été apprécié
par comparaison avec un tube témoin non ensemencé, incubé dans les mémes conditions.
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C/Test de croissance a un milieu hyperalcalin
Le test a été réalise sur un bouillon ajusté a un pH = 9,6 (composition voir annexe).
Apres ensemencement du milieu avec une culture jeune et incuber a 30°C pour les souches
mésophiles et a 45°C pour les souches thermophiles pendant 24 a 72h. Apres incubation,

I’observation d’un trouble signifie que la bactérie résiste au milieu hyperalcalin (pH = 9,6).
2. Tests biochimiques

a/Test de production de CO2 a partir du glucose (Holzapfel and Gerber, 1983 ;
Madller, 1990)

Des colonies bien isolées ont été ensemencées sur milieu MRS bouillon modifié
(sans le citrate et I’extrait de viande) renfermant une cloche de Durham inversee.

L’incubation se fait a une température de 37°C pendant 24 a 48h.

b/ Test de production de COza partir du citrate (Larpent-Gourgaud et al., 1997)
Dans 10,5 ml du lait écrémé stérile, additionner 0,5 ml d’une solution de citrate de
Na & 10% et laisser reposer 30 min. Les tubes sont inoculés avec 0,1ml d’une suspension
bactérienne de 24h. Ensuite, ajouter 4ml d’une gélose blanche (1,5%) fondue et refroidie a
50°C et mélanger sans faire de bulles. Les tubes sont incubés a 37°C pendant 3 a 5 jours.

La production de gaz se traduit par la fragmentation de la gélose dans le tube.

3. Tests technologiques
A* Test de la mise en évidence d’arginine décarboxylase (ADH)

Une culture de 24h est ensemencée dans le milieu Moller a I’arginine et sur un
autre sans I’arginine (serviront de controle). Puis I’ajout d’une couche de I’huile de
vaseline stérile (1ml) pour favoriser les conditions d’anaérobiose. La lecture s'effectue
aprés 1 a2 jours a 37°C.

L arginine decarboxylase est mis en évidence par le changement de la couleur du milieu du
violet vers le jaune au bout de quelques heures (8-10 h) qui s’explique par I’acidification
du milieu par les bactéries lactiques en utilisant le glucose comme source de carbone et
d’énergie, puis un virage vers le violet (apres 24 h) qu’est due a la formation
d’ammoniaque (réalcalinisation du milieu). Le tube témoin vire au jaune et garde la

couleur.

B*Production des Exopolysacharides (Mayeux et al., 1962)

La production des exopolysacharides (dextranes) a partir du saccharose est mise en
évidence sur milieu MSE gélosé. Les souches productrices de dextranes sont caractérisées
par la formation de colonies larges, visqueuses et gluantes. Ce test est aussi considéré
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comme clé d’indentification permettant aussi de différencier entre les leuconostoques

productrices et non productrice de dextranes.

C*Test de la production d’acétoine (Clark et Lubs, 1915)
Le milieu utilisé est le bouillon Clark et Lubs préalablement inoculé avec des
souches bactériennes et incubé a une température adéquate pendant 24h.
L’acétoine est mis en évidence par la réaction de Voges Proskauer (VP), en ajoutant 10
gouttes de réactif VP1 et le méme volume de réactif VP2. Les tubes sont inclinés pour
permettre une bonne oxygénation. La réaction positive se traduit par I’apparition d’un

anneau rouge a la surface du milieu, aprés quelques minutes a 1 heure.

v' Test de la thermorésistance (HassaineO,2013)

Les souches bactériennes sont inoculées dans des tubes contenant le bouillon MRS et
mises dans un bain-marie (Memmert, Germany) a 63,5°C pendant 30 minutes. Aprés le
traitement thermique les tubes ont été transvasés dans le méme milieu stérile et incubées a
30°C / 37°C pendant 24 a 48 h. Le résultat positif se traduit par un trouble confirmant une

croissance bactérienne.

v' Test de croissance en présence de bleu de méthyléne (Rabah N, 2010).

L’ aptitude des souches lactiques de forme cocci a pousser en présence de bleu de
méthyléne aux différentes concentrations 0,1% et 0,3% (p/v) dans le lait écrémé stérile est
testée.

Ce test nous permet de differencier entre les lactocoques qui poussent en présence de 0,3%
de bleu de méthylene, les entérocoques qui poussent en présence de 0,1% et non a 0,3% et
les streptocoques thermophiles qui sont trés sensible au colorant.

La réaction positive se traduit par la réduction de par la réduction de bleu de méthyléne qui

vire de bleu (forme oxyde) vers transparent (forme réduite).

v' Test de la fermentation des sucres (Larpent, 1996)
Ce test est réalisé en établissant leurs profils fermentaires a I’aide de galeries
biochimiques API50 CH (voir I’annexe).
Les milieux APIS0CHL préts a I’emploi, associes a la galerie APIS0CH permettent de
réaliser I’étude du profil fermentaire des souches isolées, aprés incubation a 37°C pendant

48h, tous les sucres fermentés virent au jaune sauf I’esculine qui vire au noir.
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v Résistance aux sels biliaires

Etude de la survie des souches lactiques dans les conditions extrémes du tube
digestif Le but de cette étude est de sélectionner des souches lactiques extrémophiles qui
peuvent résister aux barrieres physiologiques du tube digestif (pH stomacal bas,
péristaltisme intestinale et concurrence bactérienne au niveau du gros intestin). La méthode
utilisée est celle de (Ziar et al., 2012).

La résistance des isolats bactériens aux sels biliaires a été déterminée dans des tubes
a essai contenant le bouillon MRS et 0.3% de sels biliaires a pH 6.4, les tubes ont eté
inoculés avec une culture jeune des isolats bactériens puis incubés a 37°C pendant 24h a
48h dans des boites contenant le MRS. Le test est considéré positif s’il y’a croissance

bactérienne.
v' Test d’oxydase

Le test oxydase permet de mettre en évidence la présence de I’enzyme capable
d’oxyder le substrat utilisé et ne signifie pas la présence d’une oxydase particuliére
(Guiraud, 1998). Le substrat utilisé est I’oxalate de diméthyl-paraphényléne-diamine sous
forme d’un disque du papier filtre. On préleve une colonie de la souche a étudier a I’aide
d’une anse stérile et on I’étale sur le disque d’oxydase préalablement imbibé avec une
goutte d’eau distillée stérile. La présence de I’oxydase se manifeste par une coloration
violette apres 30 secondes et la bactérie est jugée oxydase positive (Singleton, 2005).

v" La recherche d’une activité antimicrobienne
1-Réactivation de souches pathogenes

L’inoculum a été réactivé la souche pathogene en transférant 10 ul de la culture
conservé dans 10 ml de bouillon nutritif qui sera incubé a 37° C pendant 24h. Apreés
incubation, la densité optique sera ajusté a 0.08-0.1 lue & 600 nm ce qui correspond & 108
UFC/ml (Kishor, 2005).

2- Méthode de diffusion en puits AWDT (méthode de Barefoot et Kaenhammer, 1983)

La méthode de diffusion tres utilisée en microbiologie (antibiogramme et
antifongigramme), repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu semi solide
(gélose molle), I’effet du produit antimicrobien sur la cible est apprécié par la mesure
d’une zone d’inhibition, et en fonction du diamétre d’inhibition la souche du

microorganisme sera qualifiée de sensible, d’intermédiaire ou de résistante. Dans la
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technique de diffusion il y a compétition entre la croissance du microorganisme et la
diffusion du produit testé (Broadasky et al., 1976)

Cette méthode consiste a couler 21 ml Muller Hinton molle avec 100ul d’une culture
jeune de 18h d’incubation et dont la charge cellulaire est de I’ordre de 10” UFC/ml (la
densité optique 0.08-0.1) sur une boite de pétri. Aprés solidification a température
ambiante dans une zone stérile, des puits sont creusés. Genéralement ont réalisé 1 puits par
boite de 6mm de diametre (chaque test est réalisé en triplicat). Un volume de 80ul de

suspension bactérien est mis dans les puits.

Les boites de pétri sont incubées a 37°C pendant 24h pour permettre la bonne diffusion

de la substance antibactérienne (pré-diffusion) (Doumandji et al., 2010).

La présence de zone d’inhibition formée autour des puits est examinée aprés 18 a 24h
d’incubation (Hwanhlem et al., 2011)

La lecture des résultats se fait par la mesure de diamétre des zones d’inhibition

apparaissant ; il sera considéré comme positif si le diameétre est supérieur a 2 mm.
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Chapitre 1V : RESULTATS ET DISCUSSION.

1V.1. Isolement et identification des bactéries lactiques

La purification des souches lactiques isolées a été réalisée par plusieurs
repiquages successifs sur milieu MRS agar (avec alternance sur milieux liquides). Nous
avions obtenir 14 isolats pures a partir de I’eau de fermentation des olives. Les colonies
sont d’un aspect (couleur et forme) typique et homogenes des bactéries lactiques, de

diverses tailles (grandes, moyennes, petites) et ont été gardées pour la suite de I’étude.
IV.2. Preidentification des isolats

Lors de cette étude nous avions identifie les souches isolées par les procédures
phénotypiques conventionnelles, basées sur les tests morphologiques, physiologiques et
biochimiques.

IV.2.1. Caractérisation phénotypique des souches
Ces tests sont effectués pour but de déterminer le genre des souches isolées.
IV.2.1.1. Etude morphologique des caractéres macroscopique
a) Sur milieu solide

L’observation des colonies des bactéries cultivées sur milieu MRS gélose

(figure 16) nous a montré des colonies blanchatres, lisses de différentes tailles au contour

régulier.

Figure 16 : L’aspect macroscopique de la souche pure sur milieu MRS gélosé.
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Les résultats sont résumés dans le tableau 4 ci-apres:

Tableau 3 : Résumé de I’observation macroscopique des souches

fermentation des olives.

isolées de I’eau de

Produit Code Forme Couleur Aspect Taille Milieu
d’isolement
M1 Petite
M2 Petite
M3 Grande
M4 Petite
Eau de | M5 Moyenne
fermentation des
olives
M6 Réguliére Blanchéatre | Lisse Moyenne | MRS gélose
M7 Grande
M8 Petite
M9 Petite
M10 Moyenne
S3 Petite
S3 Moyenne
S4 Petite
S4° Moyenne

b) Sur milieu liquide

La croissance des bactéries apparait sous forme de trouble homogéne dans le

milieu MRS liquide, ce trouble est concentré au fond du tube a la recherche des

conditions anaérobiques de ces bactéries (Kihal, 1996 ; Carr et al., 2002).
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Figure 17 : Aspect d’une culture pure dans un milieu liquide.

1V.2.1.2. L’aspect microscopique

L'étude microscopique a été basée sur la coloration de Gram. L’observation
microscopique a révélé que les colonies isolées et purifiées sont Gram positif,
apparaissant sous différentes formes avec différents modes d’association. L’examen
microscopique montre la dominance des formes cocci et coccobacilles a gram positif
avec différents types de regroupement. Comme indiqué dans les paragraphes prochains,
les isolats bactériens sont désignés selon un code composé de lettre (S ou M) et de

numéro.

A partir d’une vingtaine de souches isolées, nous n’avions pu retenir que 14 isolats a

I’état pur présumés lactiques et remplissant les critéres établis pour cette catégorie.

L’aspect sous microscope apres coloration de Gram, laisse apparaitre la distribution d’un

seul aspect cocco-cocobacille sous les modes de regroupement suivants :

Diplocoques, chaines, amas, tétrades (figurel6). La taille était petite a moyenne.

IVV.2.2. Production de la catalase et de I’oxydase

L’activité catalytique de catalase permet la dégradation de I’eau oxygénée en
oxygene et en eau, par la mise en contact des colonies avec quelques gouttes d’eau

oxygenée.
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Figure 18 : Observation des bactéries lactiques isolées sous microscope optique
(10x100) apres coloration de Gram.

Un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse, traduit la décomposition de
I’eau oxygénée sous l“action de I‘enzyme a tester (Guiraud, 2003).

Toutes les souches lactiques isolées sont catalase et oxydases negatives.

1V.3. Identification des souches

Apres effectuer I’examen de la recherche de la catalase et la coloration de Gram, toutes

les bactéries Gram positif et catalase négatif sont présumées comme bactéries lactiques
(Kihal, 1996 ; Carr et al., 2002).

Les isolats Gram positif, catalases négatifs sont retenus pour compléter la suite de I’étude.
1V.3.1.Tests physiologiques et biochimiques
IVV.3.1.1. Croissance dans les conditions hostiles

Ce test est réalisé dans le but de différencier les lactocoques des entérocoques.
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1V.3.1.1.1. Culture sur milieu hypersalé

Sur un milieu hypersalé a différentes concentrations en NaCl (2, 4, 6.5%)

testées, nous avions obtenu les résultats suivants :

Tous les isolas poussent a 2 et 4%. A 6.5% de NaCl, toutes les souches peuvent se
résister et se développer ; I’exception est notée pour les souches M1, S3, S3’, S4 et S4’
(Figurel9).

La croissance a cette concentration de 6.5% de NaCl permet de distinguer les lactocoques
des entérocoques. Ces derniers peuvent y développer.

( NaCl=2.5% )

-

Résultat négatif pour
la souche M1

f ﬂ F"Hl‘lﬂ! },,J

.‘.“ ,

Figurel9 : Résultats de croissance des souches aux différentes
concentrations en NacCl.
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1V.3.1.1.2. Croissance aux différents pH

Nous avons remarqué que toutes les souches isolées sont capables de croitre sur milieu
MRS liquide a pH 4 ou 9 (Figure).

Figure 20 : Test de croissance sur milieu hyperalcalin.

IVV.3.1.1.3. Croissance a différentes températures

Une bonne croissance a été observée aux tempeératures de 15 et 37C°, mais aucun
de nos isolats était capable de p 1V.3.1.1.3. Croissance a différentes températures
ousser a 45°C.

1V.3.1.1.4. Thermorésistance

La plupart des souches isolées sont thermorésistantes, ou nous avions observé une
croissance sur le bouillon MRS aprés un traitement thermique pendant 30 minutes a

63.5°C suivant une incubation de 48h,

L’exception des souches M1, M2, M3, M4 et M5, parmi les autres isolats, qui sont

dépourvues de la thermorésistance (figure21).
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Figure 21 : Test de thermorésistance.

IV.3.1.1.5. Type fermentaire
a. Test de production de CO2 a partir du glucose

Ce test permet d'apprecier le type de métabolisme par lequel le substrat carboné
est transformé, il consiste a mettre en évidence la formation de CO2 qui est piégé dans

une cloche de Durham en milieu MRS glucosé pour les bacilles (Hassaine, 2013).

Ce test permet de différencier les isolats homolactiques des hétérolactiques aprés une
incubation a 30°C pendant 24 a 72 heures (Hassaine, 2013).

La plupart des souches sont homofermentaires et fermentent le glucose (figure22) en

lactate sans produire du gaz.

Figure 22 : Type fermentaire sur milieu MRS glucosé contenant la cloche de
Durham.
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Les bactéries lactiques homofermentaires comprennent les especes de lactocoques,
pédiocoques. 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 (Thompson et al., 1994).

b. Test de lait de Sherman

Ce test est basé sur le mode respiratoire des souches ensemencées.

Pour les résultats positifs, 13 souches parmi les 14 isolées qui ont réduit le bleu de
méthylene a 1% (M8 était incapable) et seulement quatre souches (M3, M4, M5 et M6)
ont réduit le bleu de methylene a 3%. Cette derniére capacité est une caractéristiques des
entérocoques, elles vont tirer leurs oxygene depuis le bleu de méthylene présent dans le
lait, donc ce dernier va perdre sa couleur (Figure23).

\__/\-..--/\___../\.__../H

Figure 23: Résultats positifs et négatifs des cultures sur lait de Sherman (1%).
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Figure 24: Résultats positifs et négatifs de culture sur lait de Sherman (3%).

Les lactocoques qui sont microaérophiles, sont incapables de réduire le bleu de
méthyléne a 3%, elles vont utiliser une petite quantité d’oxygene qui ne peut pas
changer (ne peuvent pas reduire le potentiel redox) la couleur du lait donc il reste

bleu.

c. Test de production de CO2a partir du citrate

Presque toutes les bactéries ont la capacité de production le gaz a partir de citrate
(figure25). L’exception est noté pour les souches M2, M3, M7, S3, S3’ et S4.

Figure 25 : Test de production de CO; a partir du citrate.
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d. Production d’acétoine

La production d’acétoine est testée sur milieu Clark et Lubs, toutes les bactéries
produisent de I’acétoine. Elles sont caractérisées au début par la présence des troubles
dans le milieu et ensuite par la formation d’un anneau rouge sur la surface du milieu

apres I’ajout des deux réactifs VPI et VPII.

M4, M5, M6, S3, S4 ne produisent pas de I’acétoine (I’absence de I’anneau rouge). Les

autres isolats ont donné des résultats positifs (figure26).

Résultat négatif : absence de

Reésultat positif : observation
I’anneau rouge.

de I’anneau rouge.

Figure 26: La mise en évidence de la production de I’acétoine chez les isolats sur milieu Clark et
Lubs.
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IV.4.2. Tests technologiques

IVV.4.2.1. La production de dextrane

Le milieu MSE est utilisé pour détecter la production des exopolysaccharides (la

formation de colonies gluantes).

La production d’exopolysaccharides sur milieu saccharosé MSE est un critére important

pour différencier entre les especes de bactéries lactiques (Kheddid et al., 2006).

D’apres ce test, toutes les souches lactiques isolées étaient capables de produire les

exopolysaccharides.

Production

d’exopolysacharides

(dextrane)

Figure 27: Test de production des exopolysaccharides ( dextrane)
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IV.4.3. Recherche de I’activité Arginine dihydrolase (ADH)

Sur milieu Moller a I’arginine, on observe que tous les isolats sont capables (figure28)

d’utiliser I’arginine et ré-alcalinisent le milieu (cette enzyme libere I’ammoniac et la

citruline a partir de I’arginine). La couleur de I‘indicateur de pH demeure inchangée

(mauve) qui est la couleur initiale (Thomas, 1973).

Observation de couleur mauve

R Témoin aucun
apres 24h

changement

Figure 28: Résultat du test d’hydrolyse de I’arginine
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1V.4.4. La détermination de I’activité inhibitrice vis a vis les souches pathogenes

L’activité antibactérienne des souches isolées a été étudiée par la techniques des puits
contre un groupe de germes pathogenes intestinaux sensibles aux antimicrobiens : E. coli
ATCC 25922, Bacillus subtilis ATCC 6633, Candida albicans ATCC 10231,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus cereus ATCC 10876.

Les résultats sont exprimés en (cm), par mesure de la distance entre la limite de la
colonie bactérienne et le début de la zone d’inhibition de la souche pathogene. Les
souches présentant une zone claire d’extension latérale supérieure a 0,5cm sont

considérées comme productrices de substance antimicrobiennes (Fleming et al., 1975).

Les boites de pétri ont été incubées a 37°C pendant 24h pour permettre la bonne diffusion

de la substance antibactérienne (pré-diffusion) (Doumandji et al., 2010).

Les résultats (tableau5) ont révélé que toutes les souches testées présentent des zones
d’inhibition appréciables traduisant une activité antimicrobienne assez acceptable. Les
souches S3 et M8 ont affiché les meilleurs résultats (0.8cm et plus) avec tous les

pathogenes testes.

Il faudrait noter que, mis a part les souches M1 et M5, nos souches isolées exercent une

bonne activité inhibitrice a I’encontre de Candida albicans ATCC10231.

L’apparition d’une zone d’inhibition sous forme d’un halo peut étre du soit,

originaire de la production d’une substance inhibitrice.

Les bactéries lactiques produisent une variété de composés antimicrobiens qui
sont utilisés dans la fermentation et la bioconservation des aliments (Labioui et al.,
2005). Les acides organiques, comme I’acide lactique, I’acide acétique ou I’acide
propionique, élaborés 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.
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Tableau 4 : Diameétre d’inhibition (cm) exercée par nos isolats lactiques envers

certaines souches pathogeénes

responsables de toxi-infections

alimentaires.

Souches E. P. Candida B. B.

pathogenes coli aeruginosa albicans subtilis cereus
Isolats
M1 0,7 0,7 0,4 0,5 0,5
M2 0,6 0,9 0,6 0,6 0,4
M3 0,4 0,7 0,6 0,7 0,6
M4 0,6 0,7 0,6 0,4 0,8
M5 0,8 0,7 0,3 0,6 0,6
M6 0,5 0,8 0,8 0,6 0,6
M7 0,5 0,8 0,7 0,5 0,5
M8 0,8 1 0,8 0,6 0,9
M9 0,5 0,9 0,6 0,7 0,7
M10 0,6 0,9 0,6 0,7 0,6
S3 0,8 0,8 0,8 0,9 0,8
S3 0,8 1 0,6 0,7 0,6
sS4 0,6 1 0,7 0,6 0,5
S& 0,6 0,9 0,8 0,7 0,5
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1V.4.6. Résistance aux sels biliaires

Toutes les souches isolées et cultivees sur milieu MRS contenant 0.3% de bile
développent un turbidité confirmant leur tolérance aux sels biliaires. Cette résistance a été
confirmé par une deuxieme mise en culture sur boite de pétri (figure29).

Kimoto-Nira et al. (2009) ont rapporté que les facteurs influencant la résistance
des lactocoques a la bile sont associés a la composition du milieu de croissance. Ils ont
prouvé que la résistance a la bile de quelques souches de Lactococcus a été changée quand
le sucre dans le milieu est changé du glucose en lactose. En d'autres termes, I'exclusion de
la bile par les bactéries exige de I'énergie. Les hydrates de carbone qui sont facilement ou
rapidement métabolisés pour apporter cette énergie, augmentent la résistance aux sels
biliaires. D’autre part, et comme la bile est un détergent, la résistance aux sels biliaires
semble étre associée a la stabilité de la membrane cellulaire.

Figure 30 : test de croissance en présence des sels biliaires.
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Tableau5: Résultats des tests phénotypiques, biochimiques et physiologiques des souches lactiques isolées de I’eau d’olive

Croissance a Croissance a a 0o m o o | croissanceen | o g |»
Yy Yy = @ A —_ =}
ol o ol & différentes différentes = g 4 1Q¢g 53 |ag | Presencede | & 3 iz o
S | o O X |34 concentration de températures | 8% |5 | » |82 | gD bleu de 2 g2g
c ot = < D < IR = - = x S = 4 A S e 4
S o > s | 55 NaCl g 53 |85 grsa | &g méthyléne 2 3 1B 8
> — —+ Q = T ®» O S 2 5 @ 8 35
@ & 3| 8| 8° 53| 8z |22 o3 | E<S S o 23
72} @ @D = o @ e |- g 9:3- o s 2 c % D
a Io = i) S * 5
25% | 4% | 6.5% | 15°C | 37°C | 45°C | pH95 0,1 |03
M1 - + - Hom | + + - + + - + - + + + + + - + +
M2 - + - Hom | + + + + + - + - + + + + + - + +
M3 - + - Hom | + + + + + - + - + + + + + + + +
M4 - + - Hom | + + + + + - + - + + + - + + + +
M5 - + - Hom | + + + + + - + - + + + - + + + +
M6 - + - Hom | + + + + + - + + + + + - + + + +
M7 - + - Hom | + + + + + - + + + + + + + + + +
M8 - + - Hom | + + + + + - + + + + + + + + + +
M9 - + - Hom | + + + + + - + + + + + + + - + +
M10 | - + - Hom | + + + + + - + + + + + + + - + +
S3 - + - Hom | + + + + + - + + + + + + + - + +
S3’ - + - Hom | + + + + + - + + + + + - + - + +
S4 - + - Hom | + + + + + - + + + + + - + - + +
4 |- + - Hom | + + + + + - + + + + + - + - + +

+ : test positif ; — : test négatif ; ADH :

Arginine dihydrolase, Hom : homofermentaire.
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Discussion génerale et Conclusion

L’eau de fermentation des olives d’une maniére naturelle (avec addition de sels de
table seulement) constitue un milieu favorable pour le développement des bactéries lactiques
acidophiles.

Les micro-organismes de ce milieu de culture vont se mettre a croitre a une vitesse
dépendante de la variété des olives choisies, du prétraitement subi, de la concentration en sel
etc. Les bactéries Gram-négatives ont tendance a croitre en premier, suivies par
les lactobacilles Gram-positifs. Lorsqu'on ajoute de l'acide lactique afin d'abaisser le pH de la
saumure a 4,5-5, les bactéries d'altération sont defavorisées par rapport aux bactéries

lactiques qui tolérent bien les milieux acides.

On peut distinguer trois phases dans la fermentation :

1. les premiers 7 a 14 jours: au début les bactéries aérobies, a Gram négatif
(comme Pseudomonas spp ou Enterobacteriaceae) sont dominantes. Mais la
croissance  rapide des bactéries lactiques Leuconostoc  mesenteroides ou
des Enterococcus et Pediococcus se  fait au détriment des bactéries a Gram
négatif Aeromonas (pathogene des eaux souillées), Aerobacter, Pseudomonas,
Achromobacter etc.

2. aprés 2 a 3 semaines, Leuconostoc mesenteroides (Arg-, CO2, mésophiles) prédomine
et acidifie la saumure. C'est une bactérie lactique hétérofermentaire qui convertit le
glucose en acides D-lactique et acétique, en conditions d'anaérobiose. On la trouve
aussi dans la fabrication de la choucroute ou elle domine fortement en début de
fermentation. Dans  cette  seconde  phase, apparaissent  aussi  les
lactobacilles Lactobacillus brevis et Lactobacillus plantarum.

3. dans la phase finale, les lactobacilles prédominent et fermentent les sucres diffusant du

fruit vers la saumure (Drider et Prevost, 2009).

Nos 14 isolats étaient tous des mésophiles, incapables de croitre a 45°C. A ce niveau, et
selon les criteres macro et microscopiques obtenus, trois genres bactériens peuvent étre
imposés dans I’identification de ces isolats ; a savoir : Enterococccus sp., Leuconostoc sp. et

Lactococcus sp.
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Dans une deuxieme étape d’identification et en présence de 6.5% de NaCl, toutes les
souches pouvaient se résister et se développer ; I’exception était notée pour les souches Ce
test nous a permet de distinguer partiellement les entérocoques des lactocoques. Les derniers
ne peuvent pas croitre au-dela d’une concentration de sel de plus de 4%. Donc, M1, S3, S3’,
S4 et S4’ sont probablement des lactocoques et le test sur lait de Sherman a 3% nous a

confirmé I’identité de ces isolats.

Seulement quatre souches (M3, M4, M5 et M6) réduisent la couleur bleu de I’indicateur
coloré rajouté a 3% ; ce qui laisse prédire qu’il s’agit probablement des entérocoques.

Les bactéries lactiques sont a la base de la fabrication de fromages, de yaourts et de laits
fermentés. Dans l'industrie laitiere, I'acide citrique présent dans le lait est considéré comme le
principal précurseur de la formation des composés aromatiques appréciés comme l'acétate,
I'acétoine (odeur de beurre) et le diacétyle (odeur de fromage). Dans le présent travail, les
souches M2, M3, M7, S3, S3’ et S4 étaient incapables de métaboliser le citrate. De méme, les
souches M4, M5, M6, S3, S4 ne produisent pas de I’acétoine ; ce qui traduit leur incapacité de

produire les composés aromatiques.

Le test d’utilisation de I’arginine nous a montré que tous nos isolats lactiques ont donné

un résultat positif ; ce qui exclut leur appartenance au genre Leuconostoc sp.

L’aspect technologique de nos isolats est partiellement confirmé par la méthode utilisée
ici dans la détection de dextranes. Ces polysaccharides sécrétés sembleraient étroitement liés a
la concentration et la nature des nutriments dans le milieu de culture. Sur milieu lait, cette
synthese de dextranes, chez L. bulgaricus par exemple, est stimulée par I’ajout d’hydrolysats
de caséines (Cerning et al., 1992). Toutefois, cette stimulation est absente dans le milieu
MRS (Garcia-Garibay et Marshall, 1991). Ce qui nous améne dans la continuité de ce
travail, a revoir d’autres techniques de qualification et de quantification de ces

polysaccharides.

L’activité antimicrobienne de tous les isolats purifiés et obtenus dans cette étude ont
aussi montré un large spectre contre les bactéries suivantes E. coli ATCC 25922, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Candida albicans ATCC 10231, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Bacillus cereus ATCC 10876 ; responsables de toxi-infections alimentaires. Cette
qualité refléte un critére clef chez les bactéries probiotiques qui lorsqu'elles sont administrées

a des doses adaptées peuvent avoir des effets bénéfiques sur la santé humaine en réduisant les
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infections gastro-intestinales induites par les toxines microbiennes. Nos resultats ont montré
que les souches les plus antagonistes sont S3 et M8 ou les zones d’inhibition mesurés étaient
toutes supérieures ou égales a 0.8 cm envers les pathogénes testés. Les bactéries lactiques
synthétisent des molécules a action bactéricide/bactériostatique comme les acides organiques,
le peroxyde d’hydrogene, le dioxyde de carbone, le diacétyle et les bactériocines. Ces
mécanismes antimicrobiens ont été exploités pour améliorer la préservation des aliments
(Titiek et al., 1996 ; Labioui et al., 2005).

Un autre critere d’identifications des bactéries probiotiques est leur résistance a la bile.

Efficacement, tous les isolats étaient capables de croitre en présence de 0.3% de bile.

Ce travail reste une premiére ebauche dans I’identification microbiologique des
bactéries lactiques fermentant les olives, nous souhaiterons qu’il soit compléter par une
identification microbiologique et/ou biochimique plus poussée avant de mettre en évidence le

caractére probiotique de ces isolats.
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Milieux de culture

Milieu d’isolement :

-Milieu MRS (Man Rogosa et Sharpe,1960) :

FORMULE - TYPE (pouvant étre ajustée de facon a obtenir des performances optimales) Ce

milieu est recommandé pour la croissance des Lactobacilles.

O Composition (g/l) :

SEXEFAIE A8 TEVUIE ...ttt e e 4
SEXIFAIT U8 VIBNTE ... bbbttt b bt b et b bt e n e 8
e 0 1=] 010 [T PTOPPTPPPRROPPROPPN 10
-acétate de SOdIUM tHNYATALE. .. ...coiiieece e e este e e e nae e 5
=CIErAte A7 AMMONIUM . b bbbttt b bbb e e e e 2
0 o0 LS SR SSUSRS 20
- hudrogénophosphate de potassium (KH2PO4) .........coooooiiioeeee oottt 2
-sulfate de magnesium heptahydrate (IMGSOa) .......oveeveee et e et e e s e et e e et e e e eaeaees 0.25
-sulfate de magnésuim tEtrahydraté (MNSO4)........oooveeeeee et e e e e e ee e e se et eeeeee e 0.05
- 8 £ PP PRP PRI 15

-eau distillée..........oii i 2.2, 1000m

- pH=5.4 et 6,8.Autoclavage 120°C pendant 20 min.

Pour le MRS CaCo3 on ajoute juste du carbonate de calcium a raison de 0,5g/100ml.
-MRS liquide tous les ingrédients de MRS solide mais sons agar.

-Milieu M17 AGAR (Terzaghi et Sandine, 1975) :

Ce milieu est recommandé pour la croissance des coques lactiques.

o Composition (g/l) :

-Peptone de FariNe 08 SOJA .....civeiieeie ettt et e e et e s re e te e e e sreenteenaenneenneens 5
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o= 010 T 0 Y-V o [ SRS 2.5
-Peptone de CASEINE TIYPSIGUE .....eeueiieiieeieeteesieeteeteestee e ssee e enteeseesseeaeaseesseesseassesseesseeneesseesseaneenns 2.5
SEXEFAIT 08 TEVUIE ...ttt b bbbt 5
SEXTrait 08 VIANTE ... 5
SLLACTOSE ... e e S)
e Ao [0 L= TS0t o o =SSR 0.5
- Glycérophosphate de SOOIUM .........cciiieieiecece ettt e e 19
=SUlTate dE MAGNESTUM ......iiicieee ettt e e e e te e st e s reesbeenaesreenaeanaesneenseas 0.25
-Agar (mangue dans 1€ DOUIION) ... s 20
SEQU dISHHIEE ... 1000ml

-pH=7.2  Autoclavage 120C°pendant 20munite
-Milieux MSE (Mayeux; Sandine et Elliker, 1962) :
Ce milieu est recommande pour la croissance des Leuconostoc.

o Composition (g/l) :

LI 10 L= PP 10
SGIALINE .ot e e e 2,D
SEXTrAIT 08 JEVUIE ... e e e e e e e e e e 5
SSACCNAIOSE ..ttt 100
SGUCOSE ettt e e e e e e e e D
~CHErate 08 SOUIUM ...ttt e et e e e e e et et e e e e e et e ren e 1
SAZIAES 0B SOUIUM ...t et e e e e e e e e e e e e e eae et aaeaenens 75mg
0 F= T 7= PPN Ro 10
SEQU IS .. ..o e e -2 1000m

pH du milieu prét-a-1“emploi a 25°C : 6,9 £ 0,2.
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-Milieu PCA (Plate count agar) :
LI 10 1= 59
SEXIAIt e BVUIE .ot e e e e 2,59

] 11T X o |

-Eau peptone:

-Chlorure de SOdiUM ... o e e e i et ieiaeaaaaaaa a0 D8
-Peptone de VIande .........ooiiiiii i e ne e e ees 2. 108
STTYPEONE . .« ettt st b et eh et bt ea e e st eb et eae et e n e ene 10g
031 (=1 1 1 0,59
SEAU ISHIIBE ..o et e e 1l

-pH=7. Autoclavage 120°C pendant 20min

2- Milieux d’identification

-Milieux Moller

~PEPIONE PEPSIUE. ... et ettt ettt st s ettt s e et e s s sen sttt ese et eseesenenenensaes 5g
-BCP(pourprede BromOCIESOI)......c.cueirevieeirieiireseece et see s s sesets s ses s esessssesnsssnns 0,01g
e - VL0 (=R =T PN 1

“ROUQE B CIESOI ..ottt ettt e b st r e s s et s st es et s eee 0,005g
] LU0 LY T TR 0,5g
0 V410 0D 1 TR 0,005g
N (01 1T 10T 10g
SEAU AISHIIBE. ..o e e e e e A

-Clark et Lubs :
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SPEPIONE. .
-Phosphate dipotassiqQUe. .........coiviiii e e
SGHUCOSE. .. e

CE AU IStIIIBO . .. e e

-Ph=7,4. Autoclavage 120°C pendant 20min

-lait écrémé :

= |aIt ECTEME BN POUAIE ..ottt e et et e e e e e et e e et e e e e e e e enn

i = L1 e (o (=LY | T

-Eau distillée
-Autoclavage 110°C pendant 10min

-Bouillon hypersalé :

SEXtrait de VIANAE ... e
SGIUCOSE e
SPEPIONE .o
- L PP

SEAU dIStIllBE o

Ph=7,2. Autoclavage 120°C peandant 20 min

-Milieu Muller —Hinton (Muller et Hinton, 1941):

-Infusion de viande de boeuf..........coooiii i
-PEPIONE 0B CASBINE. .. . ettt e et e e e e e e e e e e e e e e
SAMIAON T8 MAS. ... cet ettt e e e e e
SAGAN-A0AN . .. e e

SEAU AIStIIBE ..o

-pH=7,4. Autoclavage: 120°C pendant 20minutes.

........................ 3000ml

17,50
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-Eau physiologique peptonée :

~ChIOrure de SOUIUM ... ..e it e e e e e e e e e e e e e e e e e eans 8,59
=1 910 0 0,59
SEAU AISTIIBE ..o s 950ml

-pH=7. Autoclavage 120°C pendant 20min

-Gélose blanche:

SAAGAT QA .. v ettt a et et st bbbt et et e s ettt e s eb et e a seeen s et e et senaeaben et et s 16g
SEAU QISTHTUBE...... oo et s et s e 1
-Autoclavage 120°C pendant 20min

-bouillon nutritive:

SEXTrait de VIANAE ... 19
SEXtrait de leVUNe. ... e 20

e 51010 0 PPN o o
-Chlorure de SOdUIM ... ... . e et e e e e ren e e eee 2D
SEQU ISHIHIEE .o 1000ml
-pH=7,4. Autoclavage 120°C pendant 20min

-Le lait de SHERMAN (Bourgeois et Leveau, 1991):

ST BCTEIME...... ettt et s e e ses e e s e s s 10ml
SEXtrait de IOVUIE. .. e i en0,5 8
SEQU ISHIHIEE ..o 1000 ml
-pH=6,8

Pour obtenir un lait & 0,1% de bleu de méthyléne, on ajoute au moment de I’emploi 1ml de

.....

bleu de méthylene, on ajoute au moment de I’emploi 1ml de bleu de méthyléne a 3%.Selle

billiare.
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