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Résumeé

La microflore microbienne du lait cru et des produits laitiers traditionnels, composée
essentiellement de bactéries lactiques, ces derniéres jouent un rdle important dans les
caractéristiques organoleptiques des produits laitiers fermentés.

Smen est un produit laitier traditionnel trées consommé par la population Algérienne, Ce
travail s’intéresse a identifier la flore lactique isolée de ce produit traditionnel puis
étudierquelques aptitudes technologiques des souches identifiées.

Les souches lactiques ont été isolées a partir de trois échantillons d’un produit laitier
traditionnel collectés de différentes régions « El Sahara, Djelfa et Jijel » et identifiées
phénotypiquement sur la base des tests physiologiques et biochimiques ainsi que sur la base
de leurs profils fermentaires par les galeries API 20 E et API 50CHL. En ce qui concerne les
aptitudes technologiques, trois activités ont été effectuées : Activité acidifiante, protéolytique
et texturant.

L’identification a révélé la présence des genres suivants: Lactococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc et Enterococcus.

Les résultats des aptitudes technologiques montrent que seulement les souches du genre
Leuconostocont la capacité de produire des exopolysaccharides etles souches des autres
genres testées présentent une bonne activité acidifiante avec des valeurs variées de (18 a

110.20 °D) et une bonne activité protéolytique (Zone de la lyse variée de 5a 7mm).

Mots clés :Smen, Bactéries lactiques, Aptitudes technologiques.



Abstract

The microbial microflora of raw milk traditional dairy products composed mainly of lactic
acid bacteria, the latter play an important role in the organoleptic characteristics of fermented
dairy products.

Smen is a traditional dairy product widely consumed by the Algerian population. This work is
interested in identifying the lactic flora isolated from this traditional product and then
studding some technological aptitudes of the identifiedstrains.

Lactic strains were isolated from three samples of a traditional dairy product collected from
different regions « El Sahara, Djelfa and Jijel » and identified phenotypic ally on the basis of
physiological and biochemical tests as well as on the basis of their fermentation profiles by
API 20 E and API 50 CHL galleries. With regard to technological aptitudes, three activities
were carried out: Acidifying, proteolytic and texturizing activity.

Identification revealed the presence of the following genera: Lactococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc and Enterococcus.

The results of the technological aptitudes show thatonly the strains of the genus Leuconostoc
have the capacity to produce exopolysaccharides and the strains of the other genera tested
show good acidifying activity with varying values of (18 to 110.20 °D) and good proteolytic
activity (zone lysis varied from 5 to 7 mm).

Keywords: Smen, Lactic acid bacteria, technological skills.
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Introduction

Les bactéries lactiques ont toujours occupé une place importante parmi les auxiliaires de
fabrication alimentaire. Leurs caractéres variés et leurs multiples propriétés sont largement
exploités dans notre alimentation quotidienne, que ce soit dans les produits laitiers (yaourt,

fromage, Smen), ou dans d’autres produits comme la viande, les végétaux et les céréales.

Elles sont responsables de la fermentation des produits alimentaires, c’est pourquoi on les
appelle aussi « ferments lactiques ». Elles s’agissent des souches des bactéries non pathogénes
ou non toxinogenes. Elles assurent non seulement des caractéristiques particulieéres d’ardmes
et des textures mais aussi une bonne sécurité sanitaire alimentaire. Cette sécurité est favorisée
grace a la production d’acides organiques (acides lactiques et acétiques) qui font baisser le pH
dans le milieu (Carine et al., 2009). Elles sont impliquées dans un grand nombre de

fermentations spontanées de produits alimentaires (Stiles et al., 1997).

Elles sont principalement utilisées en tant que starter dans les produits alimentaires fermentés,

permettent de développer certaines caractéristiques organoleptiques et d’augmenter la durée

de conservation (Abee, 1995 ; Hugenholtz et al., 1999).

Toutefois, dans I’industrie laitiére les souches lactiques sont sélectionnées sur la base de leurs
propriétés technologiques (production de I’acide lactique, production d’arbme, activité
protéolytique et cinétique de croissance), et leurs caractéristiques fonctionnelles (Tamime,
2002; Molin, 2008).

En Algérie, comme dans les différents autres pays du monde, on retrouve différents types des
produits laitiers, dont le mode de fabrication découle de I’héritage culturel de la population
transmis d’une génération a une autre. On note parmi ces produits : L’ben, Raib, Smen, J’ben
...etc (Lahsaoui, 2009).

Le Smen est un produit laitier fermenté traditionnel et un ingrédient essentiel dans la cuisine
algérienne. C’est un agrégat de maticre grasse d’origine animal (beurre fermier) dont il a subi
par la suite un lavage, salage et malaxage, puis conditionné dans des pots hermétiqguement
ferme et entreposes dans un endroit frais et obscur a température ambiante (El Marrakchi et
al, 1986; Sakili et Issouel, 2003).

L’objectif de ce travail vise dans un premier temps a isoler des souches lactiques a partir d’un
produit laitier traditionnel « Smen », ensuite a identifier les souches isolées afin de tester leurs

aptitudes technologiques.

-



Introduction

Notre présent manuscrit est scindé en trois chapitres :

-Le premier chapitre, il s’agit de rappels bibliographiques sur les bactéries lactiques les
principales caractéristiques du produit laitier traditionnel « Smen »

- Dans le deuxiéme chapitre nous exposons les techniques qui ont été effectuées par les
chercheurs.

- Le troisieme chapitre est consacré a la présentation des résultats et discussion les données

qui ont été obtenues par les chercheurs.

Ce travail a été réalisé dans les conditions de 1’épidémie de Covid 19.
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Ce travail a éte réalisé dans les conditions de I’épidémie de Covid 19.
I. Les bacteries lactiques

I.1. Définition

Les bactéries lactiques sont décrites pour la premiére fois par Orla Jensen au début du
vingtiéme siecle. Elles sont de tres anciens micro-organismes, utilisées pour la fermentation
des aliments depuis plus de 4000 ans, sans pour autant comprendre la base scientifique de leur
utilisation (Drider et Prevost, 2009). Elles sont des bactéries a Gram positif qui produisent
de I’acide lactique comme produit principal de leur métabolisme. Elles regroupent 12 genres
dont les plus étudiés sont Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus,
Leuconostoc, Pediococcus et Bifidobacterium. (Luis etal., 2009).

I.2. Principales caractéristiques

Les bactéries lactiques sont des cellules procaryotes ayant la forme : de coque, de bacille
ou de coccobacille, hétérotrophes et chimio-organotrophes, immobiles, a sporulées,
anaérobies mais aérotolérantes (micro-aérophiles). Elles sont dépourvues de nombreuses
activités enzymatiques comme la catalase, la nitrate réductase et le cytochrome oxydase, aussi
elles ne produisent pas d’indole ni acide sulfhydrique et certaines espéces hydrolysent la
caséine. En raison de leur faible capacité biosynthétique, ces bactéries ont des exigences
nutritionnelles complexes en ce qui concerne les acides aminées, les peptides, les vitamines,
les sels, les acides gras et les glucides fermentescibles (Dellagio et al., 1994). Les milieux de
culture sont complexes et dits «riches ». Donc Il est difficile d’obtenir de bons milieux
sélectifs. Seul I’abaissement du pH sera souvent utilisé comme agent de sélection (Doguiet
Koffi- Denis, 2010). Elles ont également une activité aromatique trés importante d’ou leur
utilisation en agroalimentaire (Leveau et al., 1991).

Elles sont généralement mésophiles mais certaines sont psychrotolérantes ou
thermotolérantes. Elles possédent des tolérances tres variables vis-a-vis du NaCL et possédent
de faibles activités protéolitiques et lipolytiques (Caplice et Fitzgerald, 1999). Les bactéries
lactiques utilisées dans I’alimentation sont considérées comme non pathogenes et se font
attribuer le qualificatif anglo-saxon d’organismes GRAS « GenerallyRecognized As Safe».
Cependant, quelques especes du genre Streptococcus et Enterococcus sont considérées

comme des pathogenes opportunistes (Collins et Aguirre, 1993).
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Ces microorganismes produisent de nombreux métabolites aux propriétés antimicrobiennes
tels que les acides organiques, le peroxyde d’hydrogéne et les bactériocines (Dortu et
Thanart, 2009).

Elles peuvent étre divisées en deux groupes homofermentaires et hétérofermentaires basees

sur les produits fabriqués a partir de la fermentation du glucose.
Homofermentaires : L’acide lactique est le seul produit de la fermentation du glucose.

Hétérofermentaires : La fermentation du glucose aboutit a la formation d’acide lactique et

d’autres composés : éthanol, CO 2 et autres acides organiques (Priyanka et parakash, 2009).
1.3. Origine et habitat :

Les bactéries lactiques sont ubiquistes : Elles sont retrouvees dans différentes niches
écologiques comme le lait et les produits laitiers, les végétaux, la viande, le poisson, les
muqueuses humaines et animales ainsi que dans le tractus digestif, ce qui explique

leur température de croissance hétérogene (Mayo et al., 2010; Klein et al.,1998).

La source originale des bactéries lactiques est constituée par les plantes vertes, et suite a des
processus d’évolution et d’adaptation, ces bactéries ont colonisées d’autres environnements et
se trouvent ainsi dans divers habitats, tant que ceux-ci réunissent les conditions adéquates
pour satisfaire leurs besoins nutritifs (Fenton, 1987; kelly et al., 1998; Carr et al., 2002).De
cette maniere le lait auquel les LAB peuvent accéder a travers le corps de 1’animal, les
excréments ou les végétaux, est devenus un habitat caractéristique des bactéries lactiques, et

ainsi elles se trouvent associées a divers produits laitiers fermentés (Dellaglio et al., 1994).
I.4. Taxonomie et classification

Les bactéries lactiques ont été classées sur la base des propriétés phénotypiques : la
morphologie, le mode de fermentation du glucose, la croissance a différentes températures,
I’isomére de ’acide lactique produit et la fermentation des différents hydrates de carbone
(DeRoissart et Luquet, 1994; Holzapfel et al., 2001).

Les bactéries lactiques appartiennent au phylum des Firmicutes, a la classe des Bacilli et a
I’ordre des Lactobacillales(De Vos et al., 2009).Cet ordre comporte 33genres repartis entre
six familles qui sont : Lactobacillaceae, Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Entrococaceae,
Leuconostocaceae et Streptococaceae.Ces genres classés sur la base d’analyse

phylogénétiques des séquences de I’ARNr 16S (Ludwig et al., 2009)
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I.5. Caractéristiques des principaux genres de bactéries lactiques

Parmi les genres des bactéries lactiques, il existe seulement douze genres qui sont utilisés

dans le domaine de la biotechnologie, il s’agit de :
1.5.1. Le genre Lactobacillus

Ce genre est le genre principal de la famille des lactobacillaceae, il contient de
nombreuses espéces qui sont de fermentation lactique intervenant dans de nombreuses
industries ou qui sont rencontrées comme contaminants. Il s’agit de bacilles longs et fins
(parfois incurvés) souvent groupés en chaines, se développant a un optimum de température
situé entre 30 et 40°C. (Khalid et Marth, 1990 ; Leclerc et al., 1994).

Les espéces du Lactobacillus sont subdivisées en trois groupes, selon leur type fermentaire :

e Groupe |: Thermobacterium: comprend les lactobacilles homofermentaires
thermophiles qui se développent a 45°C mais pas a 15°C. les especes les plus
fréquentes dans 1’alimentation (lait, yaourt, fromage...) sont Lb. helveticus, Lb.
delbrueckii, Lb.acidophilus.

e Groupe |Il: Streptobacterium: regroupe les lactobacilles homofermentaires
mésophiles et peuvent étre occasionnellement hétérofermentaires en fonction du
substrat. Les especes les plus fréquentes dans I’alimentation sont Lb. casei, Lb.
curvatus, Lb. sake et Lb. plantarum.

e Groupe Il : Betabacterium : ce sont des lactobacilles hétérofermentaires. 11 comporte

les espéces Lb. fermentum, Lb. brevis et Lb. Sanfransisco (Tamime, 2002)
1.5.2.Le genre Carnobacterium

Ce genre comprend 4 espéces, C. divergens, C. piscicola, C. mobile et C. gallinarum qui
ont été isolées a partir des produits carnés ou des produits de la mer (Grant et Peterson,
1991; Mauguin et Novel, 1994). Les especes de ce genre sont généralement en forme de
batonnets (bacilles courtes, parfois incurvés) isolées ou en paires, psychrotolérantes, elles se
développent a pH 9 mais pas a 4,5 et incapables de croitre a une concentration de NaCl 8%
(Hammes et Hertel, 2006).
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1.5.3. Le genre Lactococcus

Le genre Lactococcus comprend des bactéries de forme cocci ou ovoides associées en
paires ou chainettes de taille variée entre 0.5 a 1.5 um de diameétre. Elles sont homo-
fermentaires qui produisent 1’acide lactique L(+) a partir de glucose. Elles sont toutes
mésophiles avec une température optimale de croissance variant de 28 a 34 °C et leurs pH
optimale varies de 6.0-6.5, aussi elles sont développent genéralement a 4% de NaCl
(Bouadjaib, 2013). Ce genre est un habitat typique des plantes, des animaux et de leurs
produits (Ababsa, 2012).

Actuellement, ce genre comprend cing espéce, Lactococcus lactis est I’espéce la plus connue
avec ses trois sous-espéces : Lc. lactis ssp. Lactis, Lc. lactis ssp. Cremoris et Lc. lactis ssp.
Hordniae. (Pot et al., 1996 ; Pot, 2008).

1.5.4. Les genres Streptococcus etEnterococcus

Le genre Streptococcus comprend essentiellement des espéces d’origine humaines ou
animales dont certaines sont pathogénes comme S. pyogenes et S. agalactiae, d’autre sont

impliquées dans la formation de la plaque dentaire (S.mutans). (Bouadjaib, 2013).

L’espéce Streptococcus thermophilus c’est la seule espéce utilisée dans les industries
alimentaires, se distingue par rapport les autres par son caractére non pathogéne et elle est tres

rencontrées dans le lait et ses dérivés.

Le genre Enterococcus rassemble la plupart des especes du groupe sérologique D et
comprend notamment les espéces anciennement désignées sous le terme « Streptococcus
fécaux », comme Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium. Il se caractérise par le
développement a une température allant de 10 a 45°C, I’aptitude a croitre en présence de
6,5% de NaCl, a pH 9,6 et la résistance aux facteurs de I’environnement. L’habitat de ce
genre est trés varié, il se trouve dans I’intestin de I’homme et les animaux, les produits

végétaux, le sol et les produits laitiers (Giraffa et al., 1997).
1.5.5. Le genre Pediococcus etTetragenococcus

Les Pediocoques sont uniformément sphérique et jamais ovoides ou allongées. lls différent
de toutes les autres bactéries lactiques par une division alternée dans deux directions
perpendiculaires, ce qui entraine la formation de tétrades (Holzapfel et Wood, 2014). Ces

bactéries sont facultativement aérobies (microaérophiles) et produisent de 1’acide lactique
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comme principal produit final de la fermentation du glucose par la voie d’Embden Meyerhof
Parnas (Lahtinen et al., 2012). Leur température de croissance optimale est de 25 a 35 °C.
Certaines espéces se distinguent par leur capacité a se développer a des teneurs en sels tres
élevées, comme Pediococcus halophilus, renommé Tetragenococcus halophilus et

Tetragenococcus muriaticus qui tolére jusqu’a 18%de NaCl (Pilet et al., 2005).
1.5.6. Le genre Leuconostoc

Les Leuconostocs sont des bactéries ovoides, associées en paires ou en des chaines courtes
(Lahtinem et al., 2012). Elles sont exigeantes du point de vue nutritionnel et leur croissance
est toujours lente. Leurtempérature optimalede croissance est de 20 a 30°C (Bjokroth et al.,
2009). Elles sont chimio-organotrophe, nécessitent pour se développer des milieux riches
comportant des facteurs de croissance complexes et en acides aminés (Lahtinem et al.,
2009).

Ce genre est caractéris¢é par un métabolisme hétérofermentaire. I1 produise de 1’acide
lactique, le CO: et 1’éthanol, Elles ne possedent ni catalase, ni cytochrome, et ne produisent
pas du NHs a partir de 1’arginine. Les espéces du genre Leuconostoc sont non hémolytiques et
non photogénes (Bjokroth et al., 2009; kihal, 1996).

1.5.7. Le genre Weissella

Les cellules de ce genre sont ovoides ou batonnets a extrémités rondes qui s’associent en
paires ou en chaines courtes. Elles sont immobiles et hétérofermentaires. La température
optimale de croissance est de 15 °C, mais quelques especes peuvent croitre entre 42 °C et 45
°C (Garrity et al., 2008 ; Vos et al., 2009) .

1.5.8. Le genre Oenococcus

Ce sont des bactéries de forme ellipsoidale a sphérique, avec un arrangement en paire ou
en chainette, non hémolytiques et genéralement non protéolytiques. Elles exigent un milieu
riche en acides aminés et en facteurs de croissance. Elles sont acidophiles capable de se
croitre a un pH 4,8 et a une température variée entre 20 a 30 °C (Bjorkroth et Holzapfel,
2006 ; Zhang et cai., 2014).
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1.5.9. Le genre Bifidobacterium

Les especes de ce genre se caractérisent par leur forme, elles présentent des cellules en
forme Y. Elles possedent des propriétés physiologiques et biochimiques similaires pour les
autres genres des bactéries lactiques, sont dépourvues de la catalase et anaérobies mais
quelques espéces tolérent 1’02 dans la présence ou non du CO,. Elles dégradent le saccharose
en produisant de 1’acide acétique et 1’acide lactique sans production du gaz. Le glucose est
dégradé exclusivement et particulierement par la fructose-6-phosphoketolase(F6PPK).
(Mattarelli et Biavati, 2014).Leur isolement nécessite des conditions spécifiques
(Sacardovi, 1986; Payne et al., 1999 ; Hadadji et al.,2005).Les conditions optimales de
croissance des bifidobactéries d’origine humaine se situent a une température comprise entre
37°C & 41°C, et des valeurs de pH entre 6.5 et7. (Hadadji, 2007).

1.6. Métabolisme des bactéries lactiques
1.6.1. Métabolisme du sucre

Les bactéries lactiques utilisent la fermentation lactique pour dégrader les glucides et
synthétiser de 1’énergie sous forme d’ATP. Il existe deux voies de la Fermentation

lactique :

1.6.1.1. La fermentation homolactique

La fermentation homolactique constituée la voie de la glycolyse
(également appelée voie d’Embden-Meyerhof) qui conduit & la conversion de 2
molécules de pyruvate en 2 molécules de lactate. Divers hexoses (glucides a 6
carbones), comme le glucose, le fructose, le mannose, le galactose, le lactose ou le
saccharose peuvent étre oxydés par cette voie. La fermentation homolactique apporte
un gain net de 2 ATP par molécule du glucose oxydée. Cette voie est réalisée par les
bactéries dites homofermentaires, appartenant aux genres Lactococcus, Lactobacillus
(comme Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus casei, Lactobacillus lactis),

Streptococcus et thermobactérium comme Thermobactérium yoghurti.
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1.6.1.2. La fermentation hétérolactique

Dans la fermentation hétérolactique en plus de I’acide lactique, les produits
Finaux de cette fermentation sont également le CO», I’éthanol, et en plus faible
proportion selon le substrat initial oxydé, 1’acide acétique et le glycérol. Des
hexoses et certains pentoses (glucides a 5 carbones), peuvent étre utilisés
comme substrat initial. Cette fermentation conduit a ’obtention d’une seule
molécule d’ATP a partir d’une seule molécule du glucose. Les bactéries appartenant
aux genres Leuconostoc et certains genres de Lactobacillus, sont dites les bactéries

hétérofermentaires (Drider et Prévost, 2009).

Les deux voies de la fermentation citées précédemment sont représentées dans

la figure O1.
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Figure 01 : Les principales voies fermentaires des hexoses chez les bactéries lactiques

(Makhloufi, 2012).
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1.6.2. Le métabolisme du citrate

L’acide citrique est utilis¢ par de nombreuses espéces des genres Streptococcus
(Streptococcus thermophilus), Lactococcus (Lc. lactis subsp. lactis biovardiacetylactis),
Enterococcus (En. faecium), Pediococcus, Leuconostoc (Ln. lactis, Ln. cremoris)
etLactobacillus (Lb. plantarum. Lb. casei). Cependant il ne peut étre dégradé qu’en présence

d’un substrat fermentescible et d’une source d’azote (Bekhouche, 2006)

Le pyruvate peut résulter du catabolisme des citrates en présence d’une source d’énergie
comme le lactose. Les concentrations élevées en pyruvates sont en relation étroite avec la
capacité de la bactérie a transporter le citrate dans la cellule puis le transformer en pyruvate.
Les voies métaboliques du citrate ont été mises en évidence par (Collins et al, 1972).

La premiére enzyme impliquée dans le métabolisme du citrate est le citrate perméase qui
permet le transport de celui-ci vers I’intérieur de la cellule. Cette enzyme est fonctionnelle au
pH inférieur a 6 et son optimum est a pH 5. A ’intérieur de la cellule, le citrate est transformé
en acétate et en oxaloacétate par la citrate-lyase (Citratase). Oxaloacétate produit au cours de
ses réactions du catabolisme est ensuite converti en pyruvate et CO. par une oxaloacétate-
décarboxylase (Bourel et al., 2001; Salminen et al., 2004; Alexander, 2008).

3
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Figure 02 : Métabolisme du citrate chez les bactéries lactiques (Cogan, 1981).
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1.7. Les aptitudes technologiques
1.7.1. Activité acidifiante

La fonction acidifiante constituée la propriété métabolique la plus recherchée des bactéries
lactiques utilisée dans les industries alimentaires. Elle se manifeste par I’hydrolyse du lactose
grace a la béta-galactosidase pour produire le glucose et le galactose. Généralement le glucose
provenant de cette hydrolyse sera fermenté pour produire des composes acides, du gaz
carbonique ou de 1’alcool. Cette production des composés acides va entrainer une baisse du
pH. Cette derniere peut induire des odeurs et des gouts particuliers. De plus, 1’acidification
limite les risques de développement de flore pathogene au cours de la croissance. (Dib,
2015 ; Boullouf, 2016)

1.7.2. Activité protéolytique

Le systeme protéolytique des bactéries lactiques est composé des protéases associées a la
paroi cellulaire, qui catalysent 1’hydrolyse des protéines en peptides contenant de 7 a 16
résidus aminés(Kamaly et Marth, 1989).Ces peptides sont ensuite dégrades par des
endopeptidases ou exopeptidases en unités transportables d’acides aminés et de petits

peptides (Lane et Fox, 1996 ; Lynch et al., 1997).

Le catabolisme des acides aminés est une voie majeure dans la formation des molécules
aromatiques (alcools, aldéhydes, acides organiques...), comme il peut étre une source

d’énergie pour certaines bactéries lactiques en cas de limitation en nutriments (Williams et

al.,2001).
1.7.3. Activité lipolytique :

L’activité lipolytique des bactéries lactiques est moins importante que leurs activités
protéolytiques. Il parait au travers des publications scientifiques, que les connaissances sur
I’activité lipolytique de ces bactéries soient encore fragmentaires. Néanmoins, les voies
métaboliques liées a la lipolyse genérent des acides gras libres et des précurseurs

d'ardmes qui entrent dans la saveur globale des produits alimentaires (Bigret, 1994)

E
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1.7.4. Activité aromatisant

Les bactéries lactiques sont capables de produire de nombreux composes aromatiques (tels
que : ’a-acétolactate, I’acétaldéhyde, 1’acétoine et 2.3butanediol, 1’éthanol, ’acétate,....etc).
Principalement & partir du lactose, du citrate, des acides aminés et des matiéres grasses. Cette
fonctionnalité est particulierement importante lors de 1’¢laboration des laits fermentés, des
fromages frais, cremes et du beurre, dont 1’ardbme principal est lié a cette activité (Bourgeois
et Larpent, 1996 ; Gerrit et al, 2005 ; cholet, 2006).

1.8. 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’application a 1I’échelle industrielle (Streit et al., 2008).
1.8.1. Dans le domaine alimentaire

Les bactéries lactiques sont impliquées dans la fermentation et la bio conservation de
différents aliments. Elles sont utilisées pour améliorer les caractéristiques organoleptiques des
produits fermentés. Différentes actions enzymatiques (protéolyse, réduction des nitrites,
dégradation des lipides) permettent 1’apparition de flaveur, texture et couleur, intéressantes
pour le consommateur. Comme elles sont aussi utilisées pour augmenter la durée de
conservation des aliments sans l’utilisation des conservateurs chimiques grace aux
substances antimicrobiennes qu’elles secrétent, et par leur développement rapide qui
permet d’assurer une maitrise de la contamination par des organismes indésirables

(Garry et Le Gherne, 1999 ; Dortu et Thonart, 2009).
1.8.2. Dans le domaine de lasanté

L’intérét des bactéries lactiques en matieére de santé humaine a été initialement proposé
au debut du XXeme siecle, en 1907 par le Russe Metchnikoff, selon lui les Lactobacillus sp.
Pouvaient réduire la putréfaction intestinale en modifiant sa flore. Le rble des bactéries
lactiques sur la santé était dans le cadre des probiotiques. Les bienfaits des bactéries lactiques
sont de plus en plus étudiés, certains sont bien établis d’autres restes encore contre versés

(Langella et al., 2001 ; Calvez et al., 2009).

L’extraordinaire diversité de structures des EPS en fait une classe de molécules dont les

applications directes ou indirectes dans le domaine medical sont en plein essor. Le dextrane et

E
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ses derives sont utilisés en laboratoire pour la purification de composés d’intérét médical
comme certaines enzymes, mais aussi comme outil thérapeutique en tant que « plasma
artificiel ». Ils peuvent servir pour 1’encapsulation des médicaments dans le but d’un relargage
contr6lé ou en exploitation des propriétés biologiques de ces polymeéres. La préparation de
vaccins a partir d’EPS évite I’utilisation d’extrait cellulaires et donc les effets secondaires
provoqués par les métabolites tels que les lipopolysaccharides et les protéines (Benasla,
2009).

E
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I1. Produit laitier traditionnel « Smen »
11.1. Définition :

Le Smen est un produit laitier fermenté, fabriqué a partir du lait cru entier par des
méthodes empiriques basées sur des expeériences de I'ancien temps. Le beurre fermier obtenu
par barattage du lait fermenté est lavé, salé, malaxé puis conditionné dans des pots en terre
cuite fermés hermétiquement et entreposés dans un endroit frais et obscur a température

ambiante.

Ce produit tres apprécié par le consommateur pour ses qualités gustatives et diététiques,
est utilisé comme additif des produits alimentaires pour remonter le godt et I'aréme de
certaines recettes traditionnelles (couscous, tajine, poulet ...). Sa propriété d'aliment de
forte énergie est exploitee en médecine traditionnelle pour atténuer les douleurs de la
sensation du froid qui accompagne la toux, le rhumatisme et le traumatisme osseux (Sakili et
Issouel, 2003).

11.2.Procédé de préparation duSmen :

La préparation du smen se fait a partir du beurre fermier. Elle nécessite trois étapes : un

lavage, un salage et conditionnement.

Le lavage : consiste & 1’élimination de tout le 1’ben résiduel au niveau du beurre fermier, c’est
donc une opération qui vise I’amélioration de la conservabilité du produit par I’élimination
des substances nutritives pour les micro-organismes, Il se pratique a I’eau tiéde puis a I’eau

salé. Apres cette opération le beurre lavé est salé.

Le salage : Se fait a sec avec du sel de cuisine. Cette opération est délicate car 1’incorporation
de ce sel étre homogéne .Celle-ci s’effectue en ajoutant progressivement le chlorure de
sodium au beurre, et en malaxant ce lui-ci a la main. Les quantités du sel utilisées varient

généralement de 100 a 120 g/kg.

Le conditionnement : Le produit ainsi obtenu est mis dans des récipients, géneralement des
pots en terre, qui doivent étre remplis au maximum pour eviter certains accidents tels que
I’oxydation. Ces récipients remplis sont hermétiquement fermés et entreposés dans un local

frais, a I’abri de ’air et de la lumiére. (Chakir, 1985).

@



Rappels bibliographiques Partie |

Cette préparation fait ressortir les caracteristiques suivantes :

Absence de tout traitement thermique.

Le salage constituant le seul élément de conservation.

Les conditions de stockage sont également originales (anaérobiose et température
ambiante). (El Marrakchi et al., 1986 ; Sakili et Issouel, 2003).

11.3. Caractéristiques physico-chimiques et microbiologiques du smen :

11.3.1. Caractéristiques physico-chimiques

La composition du Smen est également variable ; des valeurs moyennes typiques pour les

composants principaux sont les suivantes : 81% de graisse, 14% D’eau, 5%, de matié¢re séche

non lipidique, 1.5% de chlorure et sodium. La lipolyse est le phénoméne principal qui se

passe dans la transformation du Smen (indice moyen d’acide : 52,3 mg KOH par g dégraissé)

tandis que I’oxydation est toujours trés faible (moins de 3 meq. Par kg dans 70%). (Tantoui-
Elaraki et El Marrakchi, 1987).

1-

Composition globale : Elle englobe trois parameétres : La teneur en eau, la teneur en
extrait sec dégraissé (lactose, NaCl, proteines) et la teneur en matiére grasse.
Composition en acides gras totaux (A.G.T) : La composition en A.G.T du smen est
identique a celle du beurre. Cependant une baisse dans la teneur en acides gras a
courte chaine, en particulier 1’acide butyrique, est notée. En moyenne, les acides gras
saturés représentent des acides totaux et les acides gras insatures. (Chakir, 1985).
Degré d’hydrolyse : L'appréciation du degré de lipolyse est réalisée globalement par
titrimétrie et qualitativement par la détermination de la composition en acides gras
libres (A.G.L).

Degré d’oxydation : L'importance de I'oxydation est évaluée par la mesure de l'indice

de peroxyde et par la composition en carbonylés totaux. (El Marrakchi, 1986).

La comparaison des compositions physico-chimiques du smen traditionnel algérien avec

le smen traditionnel marocain sont mentionnées dans le tableau (1)

@
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Tableau 01 : Comparaison

Algérien avec le smen traditionnel

Marrakchi et al, 1986).

Parametres

Humidité (%)

NaCl (g/100g)

Lactose (par rapport au

poids sec)

Matiere grasse (g/1009)
Protéines (g/100g)
Lipides insaponifiables (par
rapport aux lipides totaux)
Indice d’acide (mg KOH/g
lipide)

Indice peroxyde (meqg/g
lipide)

ESD (%)

des compositions physico-chimiques du smen traditionnel

Marocain (Lahsaoui, 2009 ; Latreche, 2016 et El

Smen traditionnel

Algérien

14

1.5

1.2

81

3.2

0.3

52

3.7

11.3.2.Caractéristiques microbiologiques

Smen traditionnel

Marocain

13.7

1.5

1.22

81.34

3.25

0.33

52.34

3.67

4.96

La qualité hygiénique du smen traditionnel disponible sur le marché refléte la variabilité

de sa microflore et de ses processus technologiques. (Benkerroum et Tamime, 2004).

La microflore du smen évolue pendant la transformation. En effet dans le produit final, les

bactéries du genre Bacillus prédominent. Par ailleurs les Lactobacilles, les levures et les

moisissures ont également quelques importances. La flore lipolytique est représentée

principalement par Aeromonas, Bacillus, et Staphylococcus spp. (Tantoui-Elaraki et

ElMaraakchi, 1987).




Rappels bibliographiques Partie |

Les especes microbiennes du smen issues des matieres premieres utilisées (c'est-a-dire le
beurre brut et le sel), et les divers contaminants sont invariablement introduits lors des étapes
de lavage, de mélange et de conditionnement. Le niveau d'hygiéne adopté par les exploitants
laitiers, et la qualité de I'eau de lavage utilisée et I'état sanitaire des ustensiles sont les causes
possibles de contamination du smen. Pendant la période de la maturation, cette microflore
changera en fonction des parameétres physico-chimiques et d'autres facteurs écologiques du

produit.(Benkerroum et Tamime, 2004).
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Matériel et méthodes Partie 11

Ce travail a été réalisé dans les conditions de 1’épidémie de Covid 19 qui ne nous a pas permis
de mener des travaux expérimentaux, et nous étions dans 1’obligation de compiler des travaux

scientifiques similaires sur notre sujet et faire une synthese de leur travaux.
1. Objectif

L’objectif de notre étude vise dans un premier temps a isoler des souches lactiques a
partir d’un produit laitier artisanal « Smen », ensuite a identifier les souches isolées afin de

tester leurs aptitudes technologiques.

I1.1. Materiel

11.1.1.Matériel biologique

Les échantillons des produits laitiers traditionnels qui ont été utilisés pour I’isolement :
-Smen préparé a base du lait de chamelle (Kacem et al., 2006).

-D’han préparé a base du lait de brebis (Idoui et al., 2009).

- Beurre préparé a base du lait de vache (Guetouache et al., 2018).

Les souches de bactéries lactiques qui ont été isolées pour testées leurs aptitudes
technologiques.

11.1.2. Matériel non biologique

Tous les milieux de culture et les réactifs qui ont été utilisés (Voir 1’annexe).
11.2. Méthodes
11.2.1. Echantillonnage

L’échantillonnage a ¢été effectué dans des conditions aseptiques selon les regles

d’hygienes et d’asepsies recommandées en microbiologie.

Les echantillons ont été prélevés a partir des produits laitiers traditionnels « Smen, D’han et
beurre », et ils ont été préparés a base du lait de chamelle, brebis et vache. lls ont été pris a

partir des différentes régions de la wilaya d’Alger (Tableau 02).
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Tableau 02: Echantillonnage
Echantillon Région Nombre des Origine Références
échantillons
analysés
4
Ain-Safra Lait (Kacemet al.,
Smen SAHARA de chamelle 2006).
Mograr 5
Bechar 5
Saida 6
D’han Beni Lait
JUEL Yadjis 3 de brebis (Idoui et al.,
Sayda- 2009).
Zguiwartan
Beurre DJELFA EL Malha 1 Lait de vache | (Guetouache
et al., 2018).

I1.2.2. Techniques d’étude des bactéries lactiques

D’aprés les articles que nous avons étudiés et consultés, les différentes étapes de la

méthodologie suivie sont schématisées sur la figure ci-dessous
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Le produit —
laitier

Prélevement des
échantillons

|

Isolement et purification des souches

isolées

Identification phénotypique des
isolats

Etude de quelques aptitudes
technologiques

Caracteres morphologiques,
phénotypiques et
biochimiques.(Kacem et al., 2006,
Idoui et al ., 2009, Guetouache et
al., 2018).

-Activité acidifiante et Activité

Guetouache et al., 2018).

Figure 03: Procédure expérimentale

protéolytique. (Idoui et al ., 2009,

I1.2.3. Technique d’isolement et purification des bactéries lactiques

11.2.3.1. Préparation de la solution meére et des dilutions décimales

10 ml de chaque échantillon du smen et du beurre ont été mélangés dans 90 ml d'eau
physiologique (0.85% NaCL). Apres homogénéisation, les échantillons ont été chauffés a 45
°C et centrifugés a 3000 tr / min pendant 15 min. (Idoui et al., 2009).Puis une série de la
dilution décimale de 1/10 a été préparée jusqu'a 10°°, ensuite les deux derniéres dilutions 107
et10° ont été ensemencées en masse et par étalement sur des milieux spécifiques. Les milieux

et les conditions de cultures qui ont été utilisés pour isoler les souches désirées sont

mentionnés dans le tableau (03).
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Tableau 03 : Les milieux et les conditions de cultures.
Milieux utilisés Souches Incubation Produit Reférences
Recherchées
Gélose MRS 30°C pdt 48 a
ajustée a pH Lactobacillus | 72hen
5,4 avec anaérobiose.
I'acétate de
sodium Smen (Kacem et al., 2006).
Gélose M17 Lactococcus 30°C pdt 48 h
Sodium Azide | Leuconostoc 21°C pdt 72 h
Leuconostoc
agar (SALA)
citrate azide Enterococcus | 37°C pdt 72h
agar (CAA)
M17 Enterococcus | 45°C pdt 48hen
aerobiose
Elliker Lactococcus 30 °C pdt 48hen | Beurre (Guetouache et al.,
aerobiose traditionnel | 2018).
MSE Leuconostoc 21°C pdt
en aérobiose
MRS Pediococcus 30 °C pdt48h
en aérobiose
MRS Lactobacillus | 30 °C pdt24 a
Mésophiles 48h en
anaérobiose
MRS Lactobacillus | 45 °C pdt 24a
Thermophiles | 48h en
anaérobiose
M17 Lactococcus 32°C pdt 24h en (Idoui et al ., 2009).
MRS Lactobacillus | anaérobiose D’han

@
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11.2.3.2. Purification

La purification a été réalisé par des repiquages successifs sur bouillon et gélose des milieux

cités précédemment jusqu'a 1’obtention des colonies de mémes tailles et mémes formes.

(Guetouache et al., 2018).

11.2.3.3. Conservation des souches isolées

La méthode de la conservation a long terme des souches purifiées a été faite sur les milieux
liquides MRS et M17 contenant 30 % de glycérol et stockés a une température de -20
°C.(Matharaet al., 2004) citée par (Guetouache et al., 2018).

11.2.3.4. Identification des souches isolées

L’identification des souches isolées par (Kacem et al., 2006) a été faite par 1’étude
macroscopique (forme, taille,...), microscopique (mode de regroupement, coloration du
Gram), et par 1’étude des tests physiologiques et biochimiques suivants :

-Le test catalase a été mis en évidence par ’utilisation d’eau oxygénée (3% H20,).

-La détermination du gaz a partir du glucose, test de croissance a 15, 40, 45°C et
thermoreésistance, croissance en présence de diverse concentration NaCL (4, 6.5, 8 and 10%)
et croissance sur pH 3.9 et 9.6 ont été évalués par I’ensemencement des souches a tester sur
les milieux liquides (MRS, M17).

-La détermination du type de I’acide lactique L ou D a été réalisée par I’utilisation du kit
enzymatique (Roche diagnostic, Mannheim, Germany) suivant les instructions du
manufacture.

Les souches de lactocoque a savoir (Lactococcus,Enterococcuset Leuconostoc) ont été
identifiées par la galerie APl 20 STREP (API-System, S.A., La Balme Les Grottes,
Montalieu-Vercieu, France). Les souches de lactobacilles ont été caractérisées selon les
criteres de Kandler and Weiss (1986), Schillinger et Luke (1989), par la recherche de
I’arginine dihydrolase (ADH) et la production de 1’acétoine. Pour la détermination de la
dégradation de I’arginine dihydrolase, les souches purifiées ont ét¢ ensemencées sur milieu
MRS additionné par (3 g/l arginine et 2 g/l citrate de sodium a la place de citrate
d’ammonium. Et la détection de la production d’acétoine a €té mise en évidence par le test
Voges-Proskauer sur milieu MRS liquide.

Les galeries API 50 CH stripset API 50 CHL medium(API-System, S.A., La Balme
Les Grottes, Montalieu-Vercieu, France) ont été utilisées pour établir le profil fermentaire des

souches de Lactobacillus isolées, les deux galeries ont été ensemencées par les souches a

=
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tester et incubées a 37°C pendant 48 h a 72 h.Les lectures des galeries a été faite par
I’utilisation du logiciel API web. (Kacem et al., 2006)

Pour les tests d’identification cités précédemment, des tests similaires ont été utilisés pour
identifier les souches isolées par (Guetouache et al., 2018). Sauf pour la méthode qui se
différe d’un test a un autre, par exemple le test de 1’argininedihydrolasea été réalisé sur le
milieu M16BPC. Et le test du profil fermentaire a été recherché sur le milieu MRS-BCP
(BCP 0.17 g/l), pour ce test un total de 20 sucres ont été utilisés a savoir : Arabinose, Xylose,
Galactose, Fructose, Mannitol, Sorbitol, Cellubiose, Maltose, Lactose, Melibiose, Saccharose,
Tréhalose, Esculine, Mannose, Rhamnose, Ribose, Sucrose, et Raffinose. Les souches isolées
ont été inoculées sur des tubes contient le milieu MRS-BCP additionné par des solutions
sucrées précédemment cités (chaque tube contient un seul type du sucre a raison de 1%,
ensuite les tubes ont été recouverts par une a deux gouttes huile de paraffine et incubés
pendant 24 a 48 h. cette méthode décrite par (Carr et al., 2002) et citée par (Guetouache and
Guessas, 2015) et (Guetouache et al., 2018).

L’identification des souches isolées par (Idoui et al., 2009)a été basees sur les criteres de
Bergey’s Manuel, Holt et al. (1994), Sharpe (1979) et Kimoto et al., (2004). Le type
fermentaire (homofermentaire ou bien hétérofermentaire) a été déterminé par
I’ensemencement des souches sur le milieu (Gibson —Abdelmalek, 1945). Le test
d’hémolyse a été recherché per I’ensemencement des souches isolées sur la gélose au sang de
cheval. Et pour le test de sherman, chaque souche a été ensemenceée sur le lait écrémé au bleu
de méthylene a 0.1 % et 0.3%. Pour le test d’utilisation de citrate, le milieu Kempler and Mc
Kay (1980) a été ensemencé par les souches a tester.

11.2.4. Etude des aptitudes technologiques des isolats
I1.2.4.1. Etude de I’activité acidifiante

Les souches isolées et identifiées par Guetouache et al., (2018)ont été testées pour leur
activité acidifiante, cette activité a été déterminée par 1’étude de 1’évolution du pH et de
I’acidité au cours du temps . Dans un premier temps chaque souche a été¢ ensemencée sur
milieu MRS liquide et incubée pendant 18h. Puis le lait écrémé reconstitué (12%) additionné
par 0.3% d’extrait de levure a été inoculé par 1% de la culture d’une nuit de la souche a tester
et incubé a 30°C pendant 24h. La mesure de I’acidité et du pH a été faite a différents
intervalles du temps (6, 12 et 24 h). le pH a été mesuré a I’aide d’un pH metre et I’acidité
dornic a été déterminée selon la méthodes décrite par Accolas et al., (1977) citée par
Guetouache et al., (2018) et Idoui et al .,(2009) , par le titrage de la soude NaOH (N/9) en
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présence de phénolphtaléine a 1% jusqu’au virage de la couleur au rose pale. Cette acidité a

¢été déterminée par 1’application de la formule suivante :

Acidité (°D) = V NaOH x 10
Ou:

V NaOH: Volume de NaOH utilisé pour titrer I’acide lactique contenu dans le lait fermenté.

la mise en évidence de I’activité acidifiante des souches isolées par (Idoui et al., 2009) a été

déterminée par le méme protocole cité précédemment.
11.2.4.2. Etude de ’activité protéolytique

L’activité protéolytique des souches qui ont été isolées et identifiées par Idoui et al.,
(2009) a été étudiée sur milieu YMA additionné du lait écrémé a 1%. Chaque souche a été
ensemencée sur ce milieu et incubée a 30°C pendant 24h.Cette activité a été évaluée par la
mesure le diamétre des zones d’éclaircissement autour des colonies. (Vuillemard et al., 1986)
citée par (Idoui et al., 2009) .

Les souches isolées par Guetouache et al., (2018)ont été testées pour leur activité
protéolytique par 1’application d’une technique décrite par (Jiniet al., 2011). Les souches
isolées ont été ensemencées sur la gélose MRS additionnée du lait écrémé 2% et incubées a
37°C pendant 3 jours. A la fin d’incubation les diamétres des zones d’éclaircissement

entourées par les souches ont été mesurés.
11.2.4.3. Activité texturant

Seulement les souches isolées par Idoui et al ., (2009) ont été testées pour leur capacité a
synthétiser des exopolysaccharides par la méthode décrite par (Leveau et al., 1991).Les
souches a tester ont été ensemencées sur les géloses hypersaccharosées, Les souches
Lactobacillus sont été ensemencées sur gélose MRS additionnées par 20 g/l de saccharose et
les souches (Lactococcus et Leuconostoc) ont été ensemencées sur gélose M17 (20 g/l
saccharose). Aprés incubation pendant 16 a 24h, la production des exopolysaccharides a éete

révelée par la formation des colonies mucoides sur les géloses utilisées.

%]
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Dans ce chapitre nous exposons les résultats des travaux menés par les auteurs et cés dans la

partie expérimentale.
I. Résultats de I’identification des isolats

Les isolats ont été identifiés par les procédures phénotypiques basées sur les tests

morphologiques, physiologiques et biochimiques.
I. 1. Résultats de la caractérisation morphologique

L’examen macroscopique a été réalisé¢ a 1°ceil nu sur les milieux liquides et solides.
Lobservation sur les milieux liquides a révélé 1’apparition d’un trouble au fond du tube et les
cultures obtenues sur gélose sont apparues de petite taille, de forme circulaire ou lenticulaire,

avec une couleur blanchéatre et d“un pourtour régulier

Lfobservation microscopique a montrée que les colonies isolées sont Gram positif,
apparaissant sous différents modes d‘associations et sont immobiles a 1’état frais.

Apreés effectuer l‘examen de la recherche de la catalase et la caractérisation
morphologique, Les colonies qui sont apparues Gram positif, catalases négatifs ont été
sélectionnées pour I’identification par des tests biochimiques et pour déterminer leurs

aptitudes technologiques.

Les isolats qui ont été trouves dans chaque échantillon et qui sont présumées comme bactéries

lactiques sont représentés dans le tableau (04)

Tableau 04 : Le nombre d’isolats sélectionnés apres 1'étude macroscopique et microscopique

Echantillon Nombre d’isolats Reéférence
Smen collecté de 181 souches (Kacem et al., 2006)
La région EL
SAHARA
Beurre traditionnel 79 souches (Guetouache et al.,
collecté de la région 2018)
Djelfa
D’han collecté de la 26 souches (Idoui et al., 2009)
région JIJEL

]
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I. 2 Caractérisation physiologiques et biochimiques

Les résultats des tests qui ont été réalisés pour 1’identification des isolats sélectionnés sont

illustrés dans les tableaux (05, 06, 07, 07, 08 et 09)

Les résultats de 1’identification biochimiques des souches qui ont été isolées a partir de
1’échantillon collecté de la région Djelfa sont représentés dans le tableau (05).

Les résultats de I’identification biochimiques des souches qui ont été isolées a partir de
I’échantillon collecté de la région JIJEL sont représentés dans les tableaux (06, 07 et 08).

Les résultats des souches qui ont été isolées a partir de 1’échantillon collecté de la

région EL SAHARA sont représentés dans le tableau (09).

Tableau 05: Critéres biochimiques et physiologiques des isolats. (Guetouache et al., 2018).

Critéres Les souches isolées

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8

Nombre des souches
isolées 12 18 15 05 10 10 05 05

Production du gaz a | - + - + - - o -

partir du glucose

Hydrolyse d’ADH - - + + + - - -

Hydrolyse de | V \/ \ \ \ \ \Y \Y/
Citrate

Production V - \V} v - - - -

d’acétoine

Production - - - - - - + _

Dextrane

Croissance a - - - - + + - +
différente
tempeérature | 10°C

15°C + + - + + + + DR
37°C - + DR + - - - +
40°C - - + - DR - - +

45°C| - - + - - - - +
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Croissance a | 4 + + + + + + - -
difféerentpH |65 |+ + + + + + + +
95 |- - 2 - - - _ n
Croissance a | 2 + + + + + + Vi +
différente 4 DR - - + + - Vv +
concentration | 6.5 - DR DR - - - - +
de NaCl 10 - - - - - - - +
12 - - - - - - - DR

(+) : test positif, (-) : test négatif ; DR : réaction retardée ; V : variable

Selon Guetouache et al., (2018), I’identification des isolats au niveau du genre a été faite par
la comparaison des divers caracteres phénotypiques de chaque isolat. Au niveau du genre, les
isolats ont été répartis en 4 genres : Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc et Enterococcus.
Les souches nommées « G1, G2, G3, G4 » ont été identifiées probablement comme des
Lactobacillus sur la base de leur forme et des caracteres suivants: Les 4 souches multiplient
dans un pH compris entre 4 a 6.5 et n’ont pas pu croitre a une concentration élevée de NacCl.
Concernant La mise en culture de ces souches a différente température 10, 15, 37, 40 et 45,
Les résultats obtenus montrent que les souches nommeées « G1, G2, G4 » sont capable de
croitre a une basse température alors que la souche « G3 » elle est thermophile et incapable
de croitre a une température 10, 15 et 37 .Les quatre souches « G1, G2, G3, G4 » sont
incapables de se multiplier a la température de 10 °C. La plupart des lactobacilles se multiplie
dans une gamme de températures comprise entre 15 °C et 42 °C.

Les résultats du test de la production du gaz a partir du glucose indiquent que
seulement les deux souches nommées « G2, G4 » sont hétérofermentaires et qui possedent la
capacité de produire du gaz.

Les deux souches codées « G5 et G6 » ont été identifiées comme des Lactococcus, ils ont
signalé que les deux souches possédent les mémes caractéristiques comme les souches « G1,
G2, G3, G4 » citées précédemment sauf que ces deux souches ont poussées a une température
de 10 °C. Et sont homofermentaires.

Pour les genres Enterococcus et Leuconostoc seulement une seule souche a été trouvée dans
chaque genre, la souche codée G 7 a été rattaché au genre Leuconostoc selon ces criteres : Le
résultat de la production dextrane est positif, elle est hétérofermentaires et elle a poussée a pH

6.5 et & une température 15 °C, incapable de dégrader 1’arginine.
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La souche G8 appartient au genre Enterococcus puisque le résultat est positif pour
la majorité des tests qui ont été réalisés sauf pour les trois tests suivant : Hydrolyse de ADH,

production dextrane et d’acétoine.

Tableau 06: Criteres biochimiques et physiologiques des isolats. (Idoui et al., 2009)

Criteres Les souches isolées
SB|SB|SB|SB|SB|SB|SB|SB|SB|SB|SB|SB
3 |7 12 | 4 11 |9 10 |8 |5 13 |14 | 15

Type de fermentation H| H|H|H|H|H|H|H|H|H |H|H
Hydrolyse d’ADH - - - + |+ |+ [+ |+ |+ [+ |+ |+
Type d’hémolyse Y |y |y |[Y [ Y |Y |Y |Y|Y |Y |Y|Y
Production d’acétoine - - - - -+ |+ |+ |+
Test réductase + |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
Test du lait 0.1% + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
de Sherman | Bleu de

méthylene

03%bleu [+ |+ [+ |+ [+ |+ [+ |+ [+ |+ [+ |+

de

méthyléne
Croissance a + |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
différente
température | 10°C

40°C + |+ [+ |+ [+ |+ [+ |+ [+ |+ [+ |+

45°C = = = = ll= |= |l= |= |l= |= |l= |
Croissance a | 4.5% + |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ [+ |+
différente 6.5 % - - - + |- + |- |- - + |- -
concentration
de NaCl
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Tableau 07 : Critéres biochimiques et physiologiques des isolats. (Idoui et al., 2009)

Critéres Les souches isolées

SB| SB SB |[SB|SB|SB |SB|SB|SB| SB | SB
22 | 17 26 |19 124121 |1 |23]20] 25|18

Type de het | het | het | het| het| het | het | het | het | het | het
fermentation
Hydrolyse d’ADH - - - - = S + - n - R
Citratase + + + + | + + + | + - - -
Croissance a + + + + + + + + | + + +
differente

température | 10°C

40°C | + + + + | + - - - - - -

awc| - - | - [ -1-1-T7-1-T1-1-1-

Tableau 08 : Criteres biochimiques et physiologiques des isolats. (Idoui et al., 2009)

Critéres Les souches isolées
SB 16 SB 2

Type de fermentation H H

Hydrolyse d’ADH +_ +

Croissance a 15°C + +

différentes T 45°C = -

Croissance a 4.5 + +

Différentes 6.5 - -
Concentrations de

NaCl

Les souches isolées par Idoui et al., (2009), ont été classées en trois genres suivants :
Lactococcus, Leuconostoc et Lactobacillus. Le genre Lactococcus concerne les souches
nommees « SB3, SB7, SB4, SB11, SB9, SB10, SB8 , SB13, SB14, SB15 », toutes ces
souches sont de type gamma hémolytique et sont homofermentaires., se caractérisent par leurs

croissances a une température variée entre 10 a 40 °C et par leurs tolérances a une
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concentration 4 % de NaCl sauf pour les trois souches codées par « SB4, SB9,SB13 » n’ont

pas pu pousser dans cette concentration, elles ont poussées a une concentration 6.5% de NaCl.

Toutes les souches qui ont été identifiées comme des Lactococcus possedent la
capacité de dégrader I’arginine a I’exception des souches SB3, SB7, SB12qui sont incapable

de I’hydrolyser

Concernant le test du lait de Sherman, ce test a été réalisé seulement sur les souches
du genre Lactococcus, les résultats obtenus sur ce test ont révélé que toutes les souches testées

ont I’habilité de croitre sur un lait de 0,1% et 0.3%) de bleu de méthylene.

L’étude des caracteres biochimiques et physiologiques des souches nommees
« SB22, SB17, SB26, SB19, SB24, SB21, SB1, SB23, SB20, SB25, SB18 » a montré que
ces souches présentent des ressemblances avec les caractéristiques biochimique du genre

Leuconostoc, donc les souches ont éte attribuées au ce genre.

Parmi les souches isolées par Idoui et al., (2009), seulement les souches SB16, SB2
ont été rattachées au genre Lactobacillus, ces deux souches sont identiques et possedent les
mémes caractéres : elles sont homofermentaires , elles ont poussées a 15 et n’ont pas toléré

une concentration de 6,5% de NaCl..

Tableau 09: Critéres biochimiques et physiologiques des isolats. (Kacem et al., 2006)

Critéres Les souches isolées
Groupel | Groupe?2 | Groupe3 | Groupe 04
Nombre des

souches isolées 40 35 85 21
Lacto entero Lb Ln

Croissancea | 10 - + - -
différente 15 + + + +
température | 40 + + - -
45 - + - -

Croissancea | 4 + + + +
difféerent pH | 6.5 - + - -
9.6 - + - -
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D’apres [D'utilisation des tests d’identifications morphologiques et biochimiques
classiques, les souches isolées par Kacem et al., (2006) a partir de 1’échantillon du Smen
collecté de larégion El SAHARA ont été identifiées probablement aux genres suivants :

Lactobacillus : les souches appartiennent au groupe 03
Enterococcus : les souches appartiennent au groupe 02

Lactococcus : les souches appartiennent au groupe 01

Leuconostoc : les souches appartiennent au groupe 04.

Des résultats similaires ont été trouvés pour les souches isolées par (Guetouache et al.,

2018).

D’aprés notre synthése on ‘a constaté que les genres « Lactococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc » ont été trouvés dans les trois échantillons analysés et qui ont été collecté a

partir de différentes régions, alors que le genre Enterococcus a été trouves seulement dans les

deux échantillons collecté de la région Dijelfa et Jijel

I. 3 Résultats du profil fermentaire
Les résultats de ce test sont résumeés dans le tableau (10 et 11).

Tableau 10 : Résultats d’identification des souches isolées par la fermentation des sucres.

(%2)
S @ 3 Q — o o @& b <) _ A
o 0 wwcwmmwgmmw‘” = o L =2 c
c 36—QEU:EUT~GCN=3:E££¥UE;U'§g:\q&)
£ 32 E 3 0r335SS3SS8RE8838%X2&5 £ 8
o @ T g 0 T HoO 2<>c0g SP°FT0 U 2
Beurre Gl - + + + + + 4+ -+ F - -+ - -+ -
tradition
nel G2 D + + + + + 4+ + 4+ + 4+ +4+D-+4+ -1 1 11 (Guetou
collecté R R ache et
de la G3 DD -++++-D++-+4+- - +DDI/ [ [ 1 al.,
région R R R R R 2018),
Djelfa G4 + - D+ D+ +--+D-+DDD-DI/ [ [ |
R R R R R R R
G5 - + - + + + + D- - - - 4+ - - -+ - | A 0
R

2
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Ge b - -DI/!/ /I - - D- - - T Y Yy
R R R
Gr + b -++D+DDDDDD®+ -+ 4+ D1/ [ I I
R R R RRRRR R
G8 - - - - -+ 4+ + 4+ + - -+ - -+ + - | A A |
se [ (07 000+ -+ 0
/-
16
se2 [ ( (0 + /0 + 0+ -+ ]
/ /-
se4 - [ [ ! -+ -+ 1 - - - - A 1 | + - -
sB - [ [ /I -+ -+ 1/ - -1 + -1 1/ | + - -
/ /
D’Han
collectte SB6 - [ [ [ - + -+ [ | - - [ + -1 1 1 1 + - -
de la /
région ) (1doui et
JNEL sB3 - [ [ ! -+ + + [ 1 - - - -0 1 1 | + - - al.,
SB7 - [ | | - + 4+ + [ ] - -0 - - A A A ] + - 2009)
sB8 - [ [ | -+ ++ 1 [ - -0 - -0 1 1 | + - -
/
sBQ - [ [/ -+ -+ /| - - + -0 1 | | + - -
/
se8 - [/ /! -+ -+ /1 - -1 - -0 11 I + - -
10
SB -l 7P -+ - +1r /0 - -1+ -1 11 + - -
/ /
11

(+) : test positif, (-) : test négatif ; DR : réaction retardée ; (+/-): faible croissance.
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Tableau 11 : Résultats d’identification des souches isolées par la fermentation des sucres

Résultats et discussion
(suite).

SUO|13UBYIT
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Idoui et

al.,
2009)
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I
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I
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[+ -
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+ | -
+ -
[+ -

/
/

+ + -
+ + /0
+ + -]
+ + + /] |+ -
+ + 1+ -

/
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12
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14
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SB1
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17
SB1
8
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19
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20
SB
18

D’Han
collecté de
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sB -/ |-+ -1+ - -+ - - -
/ /
21 i )
SB - [/ /] -+ + 1 -+ ]+ -+ - -
/ /
22 i )
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L’identification des espéces a été faite par 1’utilisation des galeries API 20F et API 50 CHL,
I'analyse des profils fermentaires des sucres révele une grande diversité métabolique des

carbohydrates chez les souches testées.

Concernant les souches isolées par (Guetouache et al., 2018), 8 espéces trouvés a
savoir : Lactobacillus alimentarius (G1), Lactobacillis plantarum (G2), Lactobacillus
fermentum (G3) , Lactobacillus bervis (G4), Lactococcus lactis (G5), Lactococcus cremoris (

G6 ), Leuconostoc mesenteroides (G7) et Enterococcus faecalis(G8).

Pour les souches isolées a partir de I’échantillon collecté de la région Jijel, 7 espéces ont été
identifiées. Les souches SB3, SB7, SB12 ont du profil similaire a celui de Lactococcus lactis
sspcremoris alors qu’elles fermentent le mannitol et lactose et ne fermentent pas les autres
sucres qui ont été utilises.

Les souches SB6, SB4, SB11 ont toute la méme propriété de ne pas fermente les 8 sucres
suivants (Arabinose, Rhamnose, Galactose, Inulin, Sorbitol, maltose, Raffinose, Glycérol) se

qui permet de les classés probablement comme étant Lactococcus lactis ssp lactis.
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Cing souches nommeées SB10, SB8, SB13, SB5, SB14 ont été rattachées a I’espece

Lactococcus lactis ssp diacetylactis.

Pour I’espéce Lactobacillus plantarum, deux souches ont été trouvées ces souches nommees

SB16, SB 2 se caractérise par la fermentation du Lactose, Ribose, Gluconate et Sucrose

Les résultats du profil fermentaire des souches suivantes : SB17, SB26, SB19,
SB24, SB21, SB 1, SB23, SB 20, SB25, SB18 montrent que ces souches appartiennent a trois

especes des Leuconostoc:

-Les souches SB21, SB 1, SB23 appartiennent a 1’espéce Leuconostoc mesenteroides ss

lactis

-Les souches nommées SB20, SB25, SB18 appartiennent a 1’espéce Leuconostoc

mesenteroides ssp dextranicum.
- Les souches nommées SB17, SB26, SB19 appartiennent a 1’espéce Leuconostoc lactis.
I.4 Répartition des souches obtenues dans chaque échantillon

Les résultats de la répartition des souches isolées selon 1’ordre de dominance sont illustrés

dans le tableau (12).

Tableau 12:Répartition des souches isolées selon leur ordre de dominance.

Echantillons Genre Especes identifiées (%) Références
identifiées
0,
Lactobacillus Lactobacillus plantarum =
63.29% Lactobacillus fermentum 18.99 %
Lactobacillus 1519 %
alimentarius
Bgu_rre Lactobacillus brevis 06.33 %
traditionnel (Guetouache
collecté de la : 0
o Lactococcus Lactococcus lactis 12.66 %
région et al., 2018)
) 18.99% Lactococcus cremoris 06.33 %
Djelfa
Enterococcus Enterococcus faecalis 11.39%
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Leuconostoc Leuconostoc mesenteroides | 6.33%
Lactococcus Lactococcus lactis ssp 22.73
50.01% diacetylactis
Lactococcus lactis ssp lactis | 13.64 (Idoui et al.,
Lactococcus lactis ssp 13.64 2009)
cremoris SB3
D’Han
collecté de la Leuconostoc mesenteroides | 13.64
région JIJEL ssp lactis
Leuconostoc Leuconostoc mesenteroides | 13.63
ssp dextranicum
40.9%
Leuconostoc lactis 13.63 (Idoui et al.,
Lactobacillus Lactobacillus plantarum 9.09 2009)
Lactobacillus Lactobacillus plantarum 22.1%
46.9% Lactobacillus 19.3 %
delbrueckiissp. Bulgaricus
Smen collecté 19.3%
de . .
Lactobacillus paracaseissp. | 5.5 %
La région .
paracasei 5.5%
EL
SAHARA Enterococcus Enterococcus faecium 19.3 | 19.3 %
% (Kacem et
] al., 2006)
Lactococcus Lactococcus lactis ssp. 121 %
2204 lactis biovardiacetylactis
Lactococcus lactis ssp. 9.9 %
Cremoris
Leuconostoc Leuconostoc gelidum 6.6 %
11.5% Leuconostoc 4.9%

pseudomesenteroides
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L’identification des souches lactiques isolées a partir du beurre traditionnel collecté de la
région Djelfa par Guetouache et al., ( 2018), a montré la dominance du genre Lactobacillus
(63.29%) représenté par 4 especes dont I’espece Lactobacillus plantarum est I’espéces la plus
dominante. Suivis par le genre Lactococcus (18.99%) représente par deux especes, viennent
ensuite les genres Leuconostoc (6.33%) et Enterococcus (11.39 %) représentés par une seule

espéce.

Par contre les souches isolées a partir des du d’han collecté de la région JIJEL par Idoui et
al., (2009) sont prédominés par le genre Lactococcus représenté par trois especes soit environ
(5.01%), suivis par le genre Leuconostoc représenté par trois especes aussi soit 13.64%

pour chaque espece puis le genre Lactobacillus (9.09%) avec une seule espéce.

Par ailleurs, Kacem et al., (2006)ont constaté la prédominance du genre Lactobacillus
(46.9%) représenté par 3 especes dont 1’espéce Lactobacillus plantarum est I’espéces la plus
dominante, puis le genre Lactococcus avec un nombre de 2 souches soit (22%) . Ensuite les
genresEnterococcus (19.3%) et Leuconostoc (11.3%).

D’aprés ces résultats, on ’a constaté que les trois échantillons qui ont été étudiés contient des
mémes souches lactiques et qu’il n’existe pas une grande diversité de ces souches sauf que

chaque échantillon est prédominé par une espece spécial

3]
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1.5 Résultats des aptitudes technologiques

1.5.1 Résultats de ’activité acidifiante

Les résultats de I’activité acidifiante des souches testées isolées a partir de la région

Jijel sont mentionnés dans le tableau (13).

Tableau 13 : Activité acidifiante des souches testées

Acidité °D)
Les souches testées Temps Références
t=0h t=6h t=12h t=18h | t=24h
Lactococcus lactisssp | 18.00+ | 38.00+ |58.20+ | 62.00 £ | 90.00+
lactis SB 6 0.00 0.07 0.50 1.00 0.69
Lactococcus lactisssp | 18.00+ | 39.00+ |59.50+ | 65.80+ | 93.50+
lactis SB4 0.00 0.09 0.08 0.8 0.90
Lactococcus lactisssp | 18.00+ | 43.00+ | 63.00+ | 70.50 £ | 96.20+
lactis SB 11 0.00 1.00 0.70 1.60 0.80
Leuconostoc lactis 18.00+ |42.10+ |65.00+ |70.10+ | 98.50+
SB 22 0.00 1.10 0.20 1.50 0.00
Leuconostoc lactis 18.00+ [39.00 + [56.00+ |[63.50+ | 90.00+ | (Idoui et
SB26 0.00 1.00 0.00 1.20  [1.20 al., 2009)
Leuconostoc lactis 18.00+ |38.00+ |56.50+ |69.50+|92.00<+
SB24 0.00 0.90 0.90 1.30 1.23
Lactococcus lactisssp | 18.00+ |39.10+ | 5150+ |61.00+ | 85.00 £
Cremoris SB3 0.00 1.10 0.80 0.80 1.56
Lactobacillus 18.00+ |52.00+ |69.00+ |83.50+|110.20+
plantarum 0.00 1.30 2.10 2.10 2.50
SB16
Lactobacillus 18.00+ [56.20 + | 70.00 + | 88.00 + | 120.00+
plantarum 0.00 1.20 2.30 2.40 3.10
SB2

Idoui et al ., (2009), ont rapportés que le taux d’acidité augmente pour toute les souches
testées et ils ont trouvés que les deux souches de Lactobacillus plantarumcodées par SB16,
SB2 sont les souches les plus acidifiantes avec une valeur variée de 18 a 110.20 °D pour la
souche SB16 et pour la souche SB2 I’acidité variée de 18a 120 °D. Ces résultats sont en
accords avec ceux obtenus par Idoui et Karam (2008) qui ont signalés que la souche de
Lactobacillus plantarum isolées du beurre traditionnel de Jijel a base du lait de vache est la

plus acidifiante et la plus rapide pour la production d’acide lactique.

D’apres les résultats obtenus, Idoui et al., (2009) ont signalés que les souches SB6, SB4,
SB11, SB22, SB26, SB24 atteignant ( 90, 933,96,98,90 et 92°D) respectivement, ont
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présentés une acidité importante apres 24 h. Tandis que la plus faible valeur d’acidité est

enregistrée pour la souche SB3 (85 °D).
Les résultats indiquent que les souches testées présentent une bonne activité acidifiante.
1.5.2 Résultats de ’activité protéolytique

Les résultats des souches testées pour cette activité sont représentés dans le tableau (14).

Tableau 14: Activité protéolytique des souches testées

Souches testées Les Diametres des

zones de protéolyse Références
(mm)

Lactococcus lactis ssp lactis SB 6 6.6

Lactococcus lactis ssp lactis SB4 6.0

Lactococcus lactis ssp lactis SB 11 7.0

Leuconostoc lactis SB 22 55

Leuconostoc lactis SB26 6.1

Leuconostoc lactis SB24 6.2

Lactococcus lactis ssp cremoris SB3 6.5 (Idoui et al., 2009)

Lactobacillus plantarum SB16 6.0

Lactobacillus plantarum SB2 55

Leuconostoc mesenteroides ssp 5.0

dextranicum SB20

Lactococcus lactis ssp diacetylactis SB8 6.0
Lactococcus lactis ssp diacetylactis SB15 6.2
Leuconostoc mesenteroides ssp lactis 6.0
SB21

Leuconostoc mesenteroides ssp lactis SB1 59

Les resultats qui ont été obtenus par Idoui et al., (2009) montrent que les souches étudiées
ont présentés une activité protéolytique dans le milieu YMA, ou le diamétre de la zone

protéolytique varie entre 5a 7mm.

Ils ont trouvé que la souche SB 11 (Lactococcus lactis ssp lactis) est la plus protéolytique,

alors que la souche SB22 (Leuconostoc lactis) posséde une faible activité et les autres souches

Testées sont les moins protéolytiques.
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Idoui et al ., (2009 ont rapportés que ces résultats sont similaires avec les résultats trouveés par
Idoui et Karam (2008) qui ont montrés que les mémes souches lactiques isolées du beurre
traditionnel de Jijel a base du lait de vache

1.5.3 Résultats de I’activité texturant
Les résultats des souches testées sont présentés dans le tableau (15).

Tableau 15 : Résultats de ’activité texturant.

Souches testées | Production Exopolysacchride | Référence
SB1 -
SB17 -
SB18 +
SB19 -
SB20 + (Idoui et al
SB21 - .,2009).

SB22 -
SB23 -
SB24 -
SB25 +
SB26 -

Les résultats obtenus révelent que seulement les trois souches SB20, SB25, SB18
(Leuconostoc mesenteroides ssp dextranicum) ont la capacité de produire des
exopolysaccharides. Ils ont constaté que ces souches ont une aptitude technologique texturale

intéressante.

Broadbent et coll. (2003), ont rapportés que les souches lactiques produisant des EPS

jouent un rdle crucial dans 1’élaboration des produits laitiers
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Conclusion et Perspectives

L’objectif de ce travail était d’identifier des souches lactiques isolées d’un produit laitier

traditionnel et tester leurs aptitudes technologiques.

Les tests d’identification qui ont ét¢ effectués ont montré que les souches isolées
représentant des espéces appartenant aux genres suivants: Lactococcus, Lactobacillus,

Leuconostoc, Enterococcus.

Pour les résultats des aptitudes technologiques, ils ont trouvé que seulement les souches du
genre Leuconostoc ont la capacité de produire des exopolysaccharides par contre les autres

genres présentent une bonne activité acidifiante ainsi qu’une bonne activité protéolytique.

Ils ont constaté que les trois échantillons qui ont été collectés a partir d’un produit laitier

traditionnel contenant la majorité des souches les plus importantes dans I’industrie laitiére.

D’aprés les résultats de cette étude, pour compléter ce travail sur la flore lactique du Smen

nous proposons de:

-Mieux caractériser les souches isolées par I’étude d’autres propriétés technologiques

comme la propriété probiotique.
- L’utilisation des techniques moléculaires pour une meilleure précision.
- Evaluation le pouvoir antimicrobien des souches lactiques.

- Faire une étude sur le pouvoir antioxydant de la flore lactique du Smen.
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Annexe 01 : Composition des milieux de culture :
I- Milieu d’isolement :

o Milieu MRS (Man Rogosa et Sharpe, 1960)

o 0] 1) L 10g
Extrait de vIande ........oo.oiiiii e 10g
EXtrait de LOVUIE ...t e e e S5¢g
[ 201670 ] 20g
I TS 1 PP Iml
Phosphate dipotassiqUe. . .. ..oeueinrieet ittt et et et ettt e 2g
ACtate de SOQIUIM. ..ot e et e 5¢g
Citrate triamMIMONIGUE. ...\ .etent ettt entet e et et et et et e et e et e e e e et e aae et eaeaneeneenneanss 2g
Sulfate de MAaGNESTUML. . ... o.untit e e 0,2g
Sulfate de Man@aNESe. ........o.iuinit it 0.5g
N 15¢
Eau distill€e. ... 1000 ml
pH=6,5

Autoclavage : 120°C pendant 20 mn.

o Milieu M17 (gélose de Terzaghi)

PePtONe A SOJa. .. .uiitt it S5g
Peptone de viande. ..........ooiiiiiii e 2.5¢
Peptone de CasCine. .........c.ooiuiiiiiii e e 2.5¢
Extrait de vIande. ... .....oooiiiii e S5g

EXtrait de IOVUIe. ..o 2.5¢g
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582 ot 10 £ 59
ACTAE ASCOTDIQUE. ... vttt et e e et e e 0.5g
Glycérophosphate de SOdIUML. ........uiiiii e e e e, 19¢
Sulfate de MagNESTUML. ...ttt et e e e e e a e e eae e 0.25¢g
N . P 13g
Eau distill€e. .. ... 1000ml
pH=7.2

Autoclavage : 121°C pendant 15 mn.
I1. Milieu d’identification :

o Milieu MSE (Mayeux, Sandine et Elliker, 1962)

7 10 1 10g

EXIFAIT 08 LEVUIE ...\ttt e e e e e e eae e 5g
SCCRATOSE ...ttt 100g
GIUCOSE. ...ttt ettt et et e st e e ae e e te e st eebe e te e st e sbeeteensesbeeateenteaaeeteeneeeneeareenreas 5¢
CItrate de SOQIUIML. ...t u ettt et lg
GEIALINE ...ttt 2.5¢g
AZide de SOAIUML. . ... 0.0075¢g
. | 15¢g
BaU diStIIEE .. ..ee e 1000 ml
pH=7

Autoclavage : 120°C pendant 20 mn.
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o Milieu Elliker (Bouillon)

1550 0110 20g
EXtrait de LoVUTe. ... e e e 5¢g
L] 13 1< 2.5¢
L LR 0T 5g
57 107 1 1 S5g
SACCRATOSE. . .ttt e S5g
ChIorure de SOQIUML. ....o.uiee e e ettt et e e e eeaaeeas 4g
ACEtate de SOQIUM. ...ttt e e et 1.5g
ACIAC ASCOTDIQUE. ...ttt e e et 0.5g
pH=6.8

Autoclavage : 121°C pendant 15 mn.

o Milieu Mannitol-mobilité

PePIONE ... 20g
NIrate A POLASSTUINL. ... .eue ettt ettt ettt et et ettt e ae e lg
MaANnItol. . .. e 2g
Rouge de phénol....... ..o 0.04¢g
L] 10T 4g
pH=8.1

Autoclavage : 121°C pendant 15 mn.
o Milieu ADH
3 o101 L Sg

EXtrait de IOVUIC. ......uie e 3g
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Chlorure de SOIUML. ......oei e e e e e 5¢g
6 100 T g
Pourpre de bromocrésol..........oouiiiiii s 0.016¢g
pH=6.3

Autoclavage : 120°C pendant 10 min.

o Milieu Lait écrémé

Lait CTEIME. ... ettt e et 10g
EXLrait de JoVUIC. . ...t e 0.5g
Eau diStille. ...o.un 100ml

Autoclavage : 120°C pendant 10 min
Glycérol (30%)

o Milieu KMK (Kempler Mc Kay, 1980)

BIOPOLYLONE. . ..o 3g

GIUCOSE. . ettt e e e 2.5¢g
AT e 15g
Eau distille. . ....oone 1000ml

pH=6.6

Autoclavage : 120°C pendant 15 min.

o Milieu M16 BCP (Thomas, 1973)

Peptone papinique de SOJa.....c.uiieiiettii ettt e Sg
EXtrait de viande. ..o S5g
EXtrait de LoVUIe. .. oo e S5g

352 T 10 1] 2g
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ACTAE ASCOTDIQUE. ...ttt e et et et e 0.5g

ACCtate de SOIUML. ... ..ttt et e e e e e e e ae s 1.8¢g

41 011 0 U 4¢g
Pourpre de bromocresol. . ........oouiiiiii e 0.05¢g
Eau distill€e. .. ... 1000ml
pH=6.5

Autoclavage : 120°C pendant 20 min
o Milieu MRS BCP

Utilisé pour 1’étude du profil fermentaire, le milieu MRS contenant un indicateur de pH qui

est le pourpre de bromocrésol a 0,025¢

o Milieu Citrate Azide Agar (CAA)

EXrait de IOVUIC. ...ttt e 10g
17 10 1< Pt 10g
Citrate de SOATUML. ... .. u ittt et et e e e et et e et e e e e e naeens 20g
AZIde de SOAIUIML. ...t e 0.4g
Bleu de tétrazolium. ... .....o.oiuii i 0.01g
N 15¢g
Eau distille. ..o 1000ml

pH=7+ 0.2

Autoclavage : 120°C pendant 20 min
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o Milieu YMA (Yeast-Milk-Agar)

o 0] 1) 1 S5¢g
Extrait de vIande. ... ....oooiiiiii e e 3g
Lait €CrEmME. ... o e 10g
N . Pt 15¢g
Eau distill€e. .. ... 1000ml
pH=7.2

Autoclavage : 121°C pendant 20 min

o Milieu hypersaccharosé

EXtrait de VIANAe .......oouiitiii i e 10g
EXtrait de IOVUI ......eiet it e et e 3g
BaCtOCASITONE DifCO. ... .ttt e e e e 2.5¢g
SACCRATOSE ... ettt e 150g
Phosphate dipotasSIQUE .........oueeiitintit i 2g
Chlorure de SOAIUML. .......oui e e lg
Sulfate de magnésium a 7 molécules d’eau ............ooeiiiiiiiiiiii 0.2g
N ) 15g
Eau distill€e ... 1000ml
PH=6.8

Autoclavage : 121°C pendant 20 min
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I11. Les diluants :
o Milieu Eau physiologique
(081 [0 40 €30 [ IRTo T L1 o PSS 8.5g
BaU diStIlIEe ...oee 1000ml
Autoclavage : 121°C pendant 20min.
o L’eau distillée
IV. Les réactifs
o Réactif de vogues prosateur (VPI et VPII)
VPI : Solution de soude Na OH a 16% dans 1’eau distillée.
VPII : Alpha —naphtol a 6% dans 1’alcool a 95%.
o Réactif de bleu de méthyléne
Bleude methyl€ne. ... ..o 0.005g
Eau distillée StErile. ......o.oiii i e 100ml
o Réactif de test catalase
Eau oxygénée
V. Les colorants :
o Colorants de Coloration de Gram :
Cristalviolet
Lugol

Fuschine
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Annexe 2: Coloration de Gram

1. Matériels

Les lames

Les colorants

2. Mode opératoire

Realiser un frottis

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

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

Immerger la lame dans Lugol & 30 secondes.

Décolorer jusqu’a disparition de la couleur violette dans I’alcool en faisant
couler goutte a goutte sur la lame inclinée.

Laver a I’eau.

Colorer avec la solution de Fuschine pendant 1 mn.

Rincer a I’eau.

Observer a I’objectif X100, en immersion avec 1’huile.

3. Résultats

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



