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Résumé

Les grains de blé appelé « hamoum » est un blé qui a passé un long séjour dans un silo souterrain. Notre
¢tude s’est intéressée aux bactéries lactiques isolées a partir de ce substrat. Vingt isolats ont été retenus apres
une observation macroscopique, microscopique et la catalase. Ensuite ces isolats ont subi une série de tests
(croissance a différents pH, a différentes températures, hydrolyse de 1’arginine (ADH), thermorésistance,
effet NaCl, croissance sur le lait bleu de Sherman, test de profil fermentaire, production de dextrane,
fermentation des sucres.) Les résultats montrent que la flore lactique montre une diversité assez large quant
aux bactéries lactiques dont la distribution est comme suit : Lactobacillus (30%), Pediococus (15%),

Enterococcus (15%), Lactococus (25%), Streptococcus (15%b).

Mots clés : blé fermenté, Hamoum, bactéries lactiques, pré-identification .

Abstract

Wheat grains called « Hamoum> is a wheat that has spent a long time in a an underground silo .Our study
was interested in lactic acid bacteria isolated from this substrate . Twenty isolates were selected and pre-
identified by conventional phenotypic methods using the different usual tests ( catalase test ,gram

stains ,growth at differnt PH ,growth at different temperature ,Acétoin ,hydrolysis
(ADH),thermoresistance,Nacl effect ,growth on sherman blue milk ,fermentation profile

test,dextran,fermentation of sugar ) the results show that it essentially belongs to
Lactobacillus (30 %) ,Pidiococus (15%),Enterococcus (15%) ,Lactococus (25%) ,Sterptococcus (15%).
Key words: Hamoum, lactic bacteria .fermented wheat .Pre identification .
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Introduction

Introduction :

le blé est considérées comme les produit alimentaires les plus importants pour une large part de la
population algérienne (Benbelkacem ,2007) . ont la plus cultivée par le monde et ses produits sont tres

importants dans la nutrition humaine , (Alfonso et al ,2013).

le blé récolté est conservé dans les silos souterrains «matmoura» et son stockage revét une grande

importance .

Les systéemes de stockage utilisés nécessitent un contrsle de plusieurs en particulier la température et
I’humidité (Niquet , 2006) . Le stockage souterrain est une méthode ancestrale utilisée pour constituer des
réserves domestiques ,sociales et commerciales . Cette technique de stockage appelée « Matmora » (Bartali
etal, 1989).

Le mode de stockage de blé en Algérie est bien connu de la population , Il est utilisé a petites échelles au
sein de certaine petite exploitations familiales en milieu rural et péri — rural de certaines régions de

I’ Algérie (Tiaret , Relizane , Mascara et Ghardaia ) .

En Algérie le grain de blé traditionnelle qui conserve dans les silos souterrains « matmoura» ,permet la

prolifération de nombreux microorganismes qui entrainent la fermentation du blé ,dénommé «Hamoum » .

Le blé fermenté « Hamoum » est utilisé dans la préparation de pain et de couscous ,sont caractérisés par
une variété de saveur, de texture et d’aromes particuliers pour la consomateurs des régions spécifiques
(Bekhoche et al ,2013).

. la fermentation est un procédé ancestral et 'une des méthodes économique les plus utilisés dans la

consommation et la transformation des matiéres alimentaire .

Parmi ces microorganismes associés au blé fermenté ( Gourchala et al, 2014), les bactéries lactiques
jouent un rsle dans la fermentation des matiéres premiéres animales et vegétales .Elles sont omniprés entes
dans la nature , et sont largement utilisées dans 1’industrie alimentaire . Les bactéries lactiques ont un rale
important dans la préparation , la conservation et la transformation de nombreux alimentes fermentés , Elles
jouent également un rele important dans la fabrication de fromage et divers produits laitiers fermentés (
Stiles et Holzapfel , 1997 ,Ali ,2010) .

C’est dans ce contexte que nous avons entrepris notre étude afin de connaitre I’influence de la fermentation
due au stockage par la technique traditionnelle (Matmora ) . Nous avons mis en place une collection des
souches des bacteéries lactiques isolées du hamoum par les méthodes phénotypiques classiques . de notre

travaille nous avons isolées 20 Bactéries lactique a différente genre et sp
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Ce travail a été réaliseé au niveau du laboratoire de science et Technologie de production Animal (LSTPA)

de I'université A.Ibn .Badise de Mostaganem .
Notre travail est reparti en quatre chapitre :

e Le premier chapitre : une recherche bibliographique concernant le blé .

e Le deuxiéme chapitre : étude générale des caractéristiques des bactéries lactiques .

e e troisieme chapitre :La partie pratique présente le matériel et la méthodologie pour la réalisation de
ce travail .

e Le quatriéme partie concerne la présentation des résultats obtenus, ainsi que des commentaires et

discussions .



Partie
Bibliographique



Chapitre |
e ble fermenté



Le blé fermenté

I. La production Algérienne du blé :

Parmi toutes les especes céréaliéres, les blés représentés respectivement par le blé dur et le blé
tendre sont considerées comme les produits alimentaires les plus importants pour une large part
de la population algérienne (Benbelkacem, 2007).en Algérie, les céréales constituent la base de
I’alimentation elles présentent a elles seules 73.6% de 1’apport calorique globale et fournissent
en moyenne 80% des protéines totales consommées, la semoule issue du blé dur serait a I’origine
de produits alimentaires de trés divers plats et aliments traditionnels : couscous, pain, galette,
patisserie, (Feuillet, 2000; Jeantet et al., 2007) frik, pates divers et gateaux traditionnels
(Selmi, 2000).

2. Composition biochimique du grain de blé :

Le grain de blé est principalement constitué d’amidon (environ 70 %), de protéines (10a15 %) et
de pentosanes (8 a 10 %) ; les autres constituants, sont les lipides, la cellulose, les sucres libres,
les minéraux et les vitamines (Feuillet, 2000)

2 .1 Protéines :

Les gliadines et les gluténines représentent 80 a 95 % des protéines du blé globulines (Roudaut
et Lefrancq, 2005)

Composition en acides aminés essentiels: Selon ( Brink et Belay (2006), le grain de blé dur est
déficitaire en certains acides aminés comme le tryptophane et la méthionine et dans

certaine mesure en lysine et en thréonine (Tableau ).

Tableau 1 :Composition en acides Aminés essentiels des grain de blé dur (Brink et
Belay,2006).

Acide aminés Composition en mg /100g
Tryptophane 176
Lysine 303
Meéthionine 221
Phénylalanine 681
Théonine 366
Valine 594
Leucine 934

10



Le blé fermenté

Selon Manay et Shadakshara swamy (2001); Dunford (2012) les glucides présentent 60 a 80 % de la
maticre séche du grain de blé. L’amidon est le glucide principal trouvé dans 1’albumen, les sucres
(oses, dioses et trioses) sont présents dans le germe, les glucides des enveloppes sont principalement
la cellulose etl’hémicellulose (Tableau. I1).

Tableau. I1. Distribution des glucides dans les fractions de blé (g/100 grs) (Manay et Shadakara
swaniny ,2001) .

GLUCIDES Albumen Germe Enveloppes
Amidon 95,8 31,5 14 1
Sucres 15 36,14 7,6
Cellulose 0.3 16.18 35,2
Hémicellulose 2.4 15,3 43 1

2.2 Les glucides :

Les glucides contenus dans les céréales sont essentiellement de nature macromoléculaire; ils se
présenteé et galement sous la forme de quelques sucres simples (Glucose, fructose, saccharose, etc.
), mais surtout de composeés plus ou moins complexes. Le plus important est I’amidon qui est la
substance énergétique par excellence, facilement digestible (Cottyet Bhatnagar, 1994).Les parois
cellulaires des céréales sont constituées principalement de cellulose, hémicellulose, pentosane et de
lignine. Toutes ces molécules forment dans la paroi une structure a la fois résistante et plastique,
rigide et évolutive qui garantissant la protection sans compromettre la croissance (Leloup et Buleon,
1991) .

2.3. Les protides :

Elles jouent un r6le important, tant du point de vue alimentaire que pour les différentes technologies
de transformation des céréales. Les protides de blé sont essentiellement composés de proteines
(8a12%). Les principales sont: des protéines de réserves insolubles plus abondantes: gliadines ou
prolamines et les glutélines;desprotéines solubles présentes en petite quantité: albumines et globuline
(AlvesetXavier, 2002)Ces protéines constituent le gluten qui confére au blé
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ses proprietes panifiables. Malgré cette différenciation, le grain souffre de deficits importants en
acides aminés: plus de 67% pour la lysine, plus de 40% pour I’isoleucine (Lescar,2002)

. Ces acides aminés sont donc des facteurs limitant du blé et leur déficit sera accru dans la farine. La
teneur en protéines des grains varie selon I’espece. Elle peut aussi étre influencée par la fertilisation

et les condition climatiques (Lescar,2002) .

2.4.les lipides :
IIs sont peu abondants dans les grains et sont fortement concentrés dans le germe. Leur teneur se

situe autour de 2%. Certains sont libres, mais la majorité est associée aux protéines et a I’amylose
(Leygue, 1995).

2.5. Les vitamines :

Ce sont des composés chimiques complexes, surtout concentrés dans le péricarpe et le germe a des
teneurs tres faibles. Les grains de blé contiennent surtout des vitamines du groupe B a I’exception de
la vitamine B12 et sont dépourvus de vitamine D et A (Bonneau 2003).

2.6. Matieres minérales :

Elles représentent1,5 a 2 % du total de graine blé (Nuret, 1991).Les minéraux sont présents dans les
grains de blé en faible quantité. Les principaux sont le phosphore, le potassium ,le manganése et le
cuivre. lls sont souvent associés ou présents sous forme des sels tels que les phosphates de chlores ou
de sulfates (ITCF, 2003) .

2.7. Les enzymes :

Ce sont aussi des substances complexes, mais dont le role est trés important; Ils sont responsables des
transformations que subissent les autres substances (hydrolyse de I’amidon et des proté€ines,
destruction des sucres simples et des acides aminés )

(Feuillet, 2000) .

2.8.L’eau :

Les grains sont naturellement peu hydratés, leur teneur en eau varie avec le taux d’humidité de 1’air.
L’¢équilibre se situe entre 13 et 15%. Du point de vue chimique et physique, son action solvant
favorise les réactions enzymatiques et les attaques microbiennes lorsque sa teneur dans le grain

dépasse le seuil d’équilibre (Feuillet 2000) .
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3. Composition morphologique :

Morphologiquement le blé dur se différencie du blé tendre (0lmedo1995 ;soltner,2005) le grain de
blé dur est gros, de section triangulaire trés riche en aloumen et de texture vitreuse ( soltner , 2005 ,
, 2006 ) .il possede un systeme radiculaire assez dévloppé par rapport a celui du mais ou graminée (
prats et Grandcourt, 1971 ; soltner , 2005, Hadria, 2006 ) .

phisiologiquement Hadria, le grain est constitué par le germe qui donne la plantule , I’amande appeler
Endsperme ou albumen, tissu de stockage qui fournit au germe les réserves nécessaires pour sa
Croissance et les enveloppes protectrices ou son , composée par la paroi de la graine ( testa) et par La
paroi du fruit ( péricarpe ) (Doumandji et al,2003 ) .
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Figuire 01 : Structure du grain de blé . D’aprés surget et Barron ,2005 .
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4. Les systemes de Stockage de blé :

Le stockage adequat des denrées agricoles est une partie intégrant de leur processus de production .
est déployé pour assurer la sécurité alimentaire . Ainsi, il considéré comme un bouclier contre 1’echec
et la famine. Les modalités techniques de stockage ont évolué avec les une augmentation des
capacités de stockage et une accélération des échanges. De nos jours, les silos modernes permettent

de stoker plusieurs types de céréales en méme temps (Doumanji, 2003 ) .
Il existe différents types de silos.

v’ Les silos aériens, en béton armé pouvant contenire de grande quantité de blé du fait de sa
hauteur atteignant parfois 100 m (Reimbert, 1982 ) .Ces silos se prétent a I’utilisation
comme silos portuaires du fait de leur bonne consistance a la corrosion .

v Les silos métalliques de forme géométrique .Les greniers domestiques a base , a de terre , a
armature de bombou ou en paille ( Kodio ,1989 ) . Les grains sont conservés en €pis ou en
vrac, d’ une capacité de 3 a 7 tonnes . Iles sont généralement surélevés pour éviter ’attaque
des rongeurs.

v" Silos souterrains appelé « Matmora » ( Figure 2) . Le stockage souterrain des céréales est
une technique largement utilisée en milieu rural dans plusieurs région céréaliéres du monde
en général ( Bartali et Debbarh , 1991 ) . Cette technique de stockage des céréales est
appelé « Matmora » «La Matmora» présente une forme cylindrico —conique , cylindrique ,
sphérique ou amphorique ( FAO ,1994 . Bartali et al, 1989 ) revétue d’un enchevétrement

de paille de blé et d’orge ou bien par des feuilles de plastique |

Figure 2 : Forme d’une matmora ( Baratali, 1987 ) .
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Figure 3 : Aspect de blé fermmenté ( Bekhouche et al ; 2003 ) .
5.Facteurs favorisant ’altération des grains :

5.1. Influence de ’humidité :

La faible teneure en humidité est le facteur le plus important pour la conservation des grains lors du
stockage . Les grains , stockés avec le contenu d’humidité élevé , sont soumis a des pertes élevées par
I’attaque des insectes et les champignon ( Vasquez et al ;2008 ) . Elle favorise la respiration des
grains et accentue en conséquence le dégagement de chaleur double pour chaque accroissement de
1,5 % de I’humidité du grain et donc que la durée probable de conservation d’un stock est diminuée
de moitié .Les altération sont accentuée par le fait que les graines humides favorisent le
développement des micro-organismes présents a la surface du grains ( Cruzetal , ; 2002 ) .

5.2.Influence de la température :

La température joue un réle important dans la conservation des grains (Cruz et al , 2002 ) .

Elle est le facteur le plus important qui affecte la qualité du grain au cours du stockage ( Kusifiska ,
2001) . Elle intervient d’une part sur valeur de I’Aw et d’autre part , sur les vitesses des réactions

chimiques et enzymatique et donc la croissance des microorganismes ( Richard-Molard , 1998 ) .

5.3.Influence de ’atmosphere confinée :

La respiration des grains stockés dans une structure étanche appauvrit 1’atmosphere interstitielle en
oxygene et I’enrichit en gaz carbonique .Cette modification de la composition des gaz du milieu peut

blouquer le développement des moisissures et détruire les insectes présente .Ce principe est appliqué
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dans les méthodes de stockage souterrain (fosses ) pratiquees de maniére traditionnelle . Cependant,

si les grains sont emmagasinés avec une humidité excessive, des risques de

fermentation apparaissent et donnent lieu a des pertes importantes qui peuvent atteindre 1’ensemble

du stock ( Cruzetal , 2002) .

5.4.Influence de la composition du grain :

La structure anatomique des grains de blé , leur composition biochimique ( Richard —Molard ,

1998) .et 1’¢état physique , influent sur la croissance et 1’activité des microorganisme ( Cahagnier ,
1998) .

» Letemps:

La vitesse s’accélére en fonction la durée de stockage par suite de I’accumulation de condition de

plus en plus de favorable .

» Lateneuren Ozet Co2:
Ce facteure intervient sur la nature des métabolismes aérobie et anaérobie ( des grains ,insectes

acariens ) .

6 . Matmora :
La technologie de stockage des céréales dans les entrep6ts souterraines « Matmora une local
souterraines , sous forme sphero — tronconique, creuse généralement a I’entrée de la maison au

proximité .

6.1.Avantage des matmoras :
= Latechnique de stockage souterrain présent plusieurs avantages .
= Température basse et constante Dans un entrep0t souterrain le produit se trouve a une
température constante voisine de 20°C contre 30°C et 40°C a I’extérieur , cette stabilité
thermique permet d’éviter des migrations d’eau qui peuvent rendre la conservation des grains

meédiocre .

7. Caractéristiques fermentaires des ensilage :

D’es sa mise en silo , le blé subit un certain nombre de transformations dont les plus importantes
sont : La dégradation par les enzymes de la graine d’une fraction plus ou moi importante des

protéines jusqu’ au stade acides aminés , la protéolyse étant d’autant plus importante que la
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diminution du PH est lente ,les acides aminés sont ensuite dégradés en ammoniac par la flore de
I’ensilage (Gouet et Fatianoff, 1965 ), la transformation par les microorganismes qui se développent
dans I’ensilage de la totalité ou resque, des glucides fermentescibles du blé , ¢’est —a-dire

essentiellement des glucides solubles , en acide lactique , acide gras volatils .
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Les bactéries lactiques

Il. Généralités :

Les bactéries lactiques sont trés anciennes et sont apparues avant les cyanobactéries, Il ya pres de 3
milliards d’années (Tailliez ,2001 ), Les bactéries lactiques sont utilisées depuis des millénaires dans
I’alimentation humaine( Penaud , 2006 ) , La découverte de leur action fut probablement accidentelle
mais leur utilisation leur utilisation fut perpétuée sous forme de levains , simple récupération d’une

partie du milieu de fermentation .

La premiére culture pure était des Bacterium lacti sp probablement des Lactococcus lactis , obtenue
par Lister en 1873 ( Ho, 2008 ) . Les bactéries lactiques ont été isolées pour la premiére fois a partir
du lait ( Metchnikoff , 1998 ; Sandine et al, 1972 ; et carr et al ,2002 ) . Les bactéries lactiques
sont définies comme des cellules vivante, procaryotes, hétérotrophes et chimio- organotrophes

(De Roissart ,1986 ) .
2. Habitat et origine des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques sont trés fréquentes dans la nature. Elles se trouvent généralement associées a
des aliments riches en sucres simples. Elles peuvent étre isolées du lait, du fromage, de la viande, des
vegétaux ou des aliments ensemenceés par les végétaux. Elles se développent avec la levure dans le
vin, la biére et le pain. Quelques espéces colonisent le tube digestif de I’homme et des animaux

(Leveau et Bouix, 1993 ; Hassan et Frank, 2001).

3. Caractéristiques principales des bactéries lactiques:

Le groupe des bactéries lactiques a été défini par Orla-Jensen (1919) et réuni plusieurs genres
caractérisés par leur capacité a fermenter les glucides en produisant de 1’acide lactique

(Novel G., 1993).

Les bactéries lactiques colonisent de nombreux produits alimentaires tels que les produits laitiers, la
viande , les végétaux , et les céréales et font partie de la flore intestinale et vaginale humaine ou
animale ( Dortu & Thonart, 2009 ) .Elle sont un groupe de bacilles ,coques ou cocco bacille sont
pour principales caractéristiques d’étre: a Gram positif, généralement immaobiles, asporulés,
anaérobies mais aerotolérantes, dépourvus de cytochromes-oxydase et de nitrate-réductase

, Ne possede pas le catalase (certaines souches possédent une pseudo-catalase) (Dellaglio et al.,
1994;Carr et al., 2002; Axelsson, 2004).
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Pour se développer, elles ont besoin de sources de carbone organique (glucides Fermentescibles) et
de nombreuses bactéries lactiques ont des exigences nutritionnelles 9complexes en ce qui concerne
les acides aminés ou les peptides, les vitamines et les acides gras (Prescott et al.1999).

Les bactéries lactiques sont un groupe hétérogene de microorganismes produisant de 1’acide lactique
comme produit principal du métabolisme fermentaire. Selon le type de fermentation
préférentiellement utilisé, les bactéries lactiques sont dites: -homofermentaires: 1’acide la

le seul produit de la fermentation du glucose-hétérofermentaires facultatif: la fermentation du glucose
aboutit a la formation d’acide lactique ou de I’acide lactique et de I’acide acétique-

hétéro fermentaires strict: elles produisent, en plus de I’acide lactique, de 1’acide acétique ou de
1I’éthanol et du CO2 .

Beaucoup de ces caracteres sont typiques et servent a définir le «coeur» du groupe lactique que les
recherches taxonomiques et phylogéniques (ou phylogénétiques) sont en train de modifier de fagon
significative, soit au niveau des genres et des especes, soit au niveau de la ligne de démarcation avec

d’autres groupes de bactéries ( Dellaglio et al , 1994 ) .

Tableau 3 : Principales caractéristiques biologiques et métaboliques des bactéries
lactiques .(Axelsson ,2004 .)
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4. Classification des bactéries lactiques :
La systématique est en évolution permanente. Il n'y a jamais eu de regles unanimement

reconnues sur la fagcon dont deux bactéries différentes devraient étre phénotypiquement
classées. Par exemple, quelles caractéristiques sont importantes dans la définition des sous-espéces,
des especes et du genre ? La littérature scientifique suit géenéralement les recommandations des
comités de taxonomie qui operent sous les auspices de 1’union International de Sociétés
Microbiologiques (Sneath, 2001).
La premiére classification des bactéries lactiques basée sur les propriétés observables a savoir
les propriétés morphologiques, biochimiques et physiologiques a été établie en 1919 par Orla-Jensen.
D’aprés Ludwig et al. (2008), le phylum Firmicutes comprend trois classes : Bacilli, Clostridia et
Erysipelotrichi. Appartenant a la classe Bacilli, les bactéries lactiques
sont divisées en trois familles :
eFamille des Lactobacillaceae comportant les Lactobacillus, Para lactobacillus et Pediococcus
eFamille des Leuconostocaceae contenant les Leuconostoc, Oenococcus et Weissella.

e Famille des Streptococcaceae comprenant les Streptococcus, Lactococcus et Lactovum.

Onococcus

Streprococcus

L acrococcus
L cuconostoc

Enrerococcus,
Melissocoocus,

Weissella
Tetragenococcus

Fagococcus
Carnobacterium

Lacrtosphacra L acrtobacillux

Aerococcus

Alloiococcus

Doloxigrarciwlrm

Propionibacteriterm

Bifidobacterizem

Figure 4 : Arbre phylogénétique consenus , basé sur la comparaison de séquence d’ARNr 16S ,
montrant les principaux groupes de bactéries lactiques , ayant un faible contenu mol % de G+C
de I’ADN ainsi que les bactéries Gram positives non reliées des genres Bifidobacterium et

propionibacterium ( Holzapfelet al , 2001 ) .
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5. Taxonomie des bactéries lactiques :

Depuis la description du Bacteriumlactis (actuellement Lactococcus lactis), la taxonomie des
bactéries lactiques est en évolution permanente. Le nombre de nouvelles

espéces a augmenté énormément au cours de ces dix derniéres années. Les réorganisations
effectuées ont contribué a fusionner des especes en une seule, ou identifier une espéce comme un
nouveau genre (Pot, 2008).

Fermentescibles) et de nombreuses bactéries lactiques ont des exigences nutritionnelles 9complexes
en ce qui concerne les acides aminés ou les peptides, les vitamines et les acides gras (Prescott et
al.,1999).Les bactéries lactiques sont un groupe hétérogene de microorganismes produisant
del’acide lactiqgue comme produit principal métabolisme fermentaire .

Selon le type de fermentation préférentiellement utilisé, les bactéries lactiques sont dites: -
homofermentaires: 1’acide lactique est le seul produit de la fermentation du glucose-
hétérofermentaires facultatif: la fermentation du glucose aboutit a la formation d’acide lactique ou de
I’acide lactique et de 1’acide acétique-

Hétérofermentaires strict: elles produisent, en plus de 1’acide lactique, de I’acide acétique ou de
I’éthanol et du CO2Beaucoup de ces caractéres sont typiques et servent a définir le«cceur» du groupe
lactique que les recherches taxonomiques et phylogéniques (ou phylogénétiques) sont en train de
modifier de facon significative, soit au niveau des genres et des especes, soit au niveau de la ligne de

démarcation avec d’autres groupes de Bactéries (Dellaglio et al., 1994).

6. Les différents genres :

Selon la taxonomie courante, le groupe de bactérie lactique engloberaient 35 genres bactériens (
Ludwig et al ; 2009 ) par contre les douze principaux genres incluent Aerococcus ,Carnobacterium ,
Entercoccus ,Lactobacillus , Leuconostoc , Pediococcus , Oenococcus , sterptococcus ,

TeragenoccusVagococcuset Weissella ( Stiles et Holzapfel , 1997) .

6.1. Lactobacillus :

e Le genre Lactobacillus est le genre principal de la famille des Lactobacillacea. Les lactobacilles
représentent un genre important des bacteries lactiques tant au niveau industriel qu’au niveau de
la flore commensale infantile. L hétérogénéité des especes est illustrée par le contenu en G +

e Ce qui peur varier de 32 a 53 %(Schleifer et Stackebrand, 1983;Pilet-F. et al.,2005 )La
classification remaniée par Kandler et Weiss (1986) les subdivise en 3 groupes selon leur type

fermentaire:
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egroupe I: anciennement appelé Thermobacterium. Il regroupe lactobacilles homofermentaires stricts
et thermophiles,ils sont incapables de fermenter les pentoses et le gluconate. Ces bactéries fermentent
les hexoses par la voie d’Embden-Meyerhof, en produisant exclusivement de I’acide lactique elles se
développent a 45°C mais pas a 15°C.Leurs cellules sont longues, droites souvent en palissades
(Bottazzi), 1988) .

egroupe I1:

anciennement appelé Streptobacterium. rassemble le lactobacille Hétérofermentaires facultatifs et

mésophiles qui se développent a 15°C.Les hexoses sont fermentés par la voie d’Embden-Meyerhof,

en produisant exclusivement de 1’acide lactique (mais pour certaines souches: du lactate, de I’acétate,

de I’éthanol et du formiate), celle des pentoses et du gluconate peuvent étre dégradés par la voie

hétérofermentaire avec une production d’acide lactique et d’acide acétique par une phosphokétolase

inductible. Leurs cellules sont courtes,souvent arrangées en

filaments (Bottazzi, 1988).

groupe I11:

anciennement appelé Betabacterium. Ces especes ont un métabolisme strictement hétérofermentaire.
la fermentation des hexoses produit de I’acide lactique, de 1’acide acétique (ou de 1’éthanol) et du
CO2.celle des pentoses, de I’acide lactique et de I’acide acétique. ces bactéries possedent une
phosphokétolasec’est un groupe qui rassemble des especes relativement hétérogeénes, surtout

mésophiles. Les cellu les sont courtes, droites et séparées (Bottazzi, 1988).
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Figure 5 : Image au microscope éléctronique a balayage de certain lactobacillus ; Lb helveticus B ,
Lb .delbruckii subsp . bulgaricus c, Lb . casei ; D . Lb brev ) ( Broadbent et Steele , 2005) .

6.2.Carnobacterium:

Ce genre a été crée par Collins et al. (1987)sont des bacilles hétérofermentaires souvent trouvés dans
les viandes de beeuf, de poisson et de volaille emballées sous vide et stockées a basse température
(NovelG., 1993;Joffraud et al., 2006). Ils ont originellement décrit comme Lactobacillus
mobileLb.gallinarum, Lb. divergens, Lb.Piscicola (Novel G., 1993).

Une étude taxonomique de ces différentes souches a permis de les regrouper aprés hybridations
ADN-ADN, dans un nouveau genre, Carnobacterium. Morphologiquement proche des Lactobacillus
(petits batonnets isolés, par paires ou en courtes chaines), ils s’en ,différencient par leur production
de I’acide lactique L(+) et leur incapacité a se développer dans les substrats a base d’acétate. En
général, les Carnobacterium,peuvent croitre a un ph relativement élevé (par exemple, pH=9) tandis
que les lactobacilles ne peuvent pas s’y développer (Schillinger et Liicke), 1987). La croissance est
possible a 0°C et 10°C mais pas a 45°C, ni en présence de NaCl8% (Larpent J-P., 1996a) Leur
contenu G+C est compris entre 33 et 37%(Dellaglio et al., 1994).14Ce genre comprend 4 espéces
fréguemment associées aux aliments C. divergensC. Piscicola C. mobile et C. gallinarum Ils sont
isolés de produits carnés, ou de produits de la mer, saumon fumé mais certain sont également été
isolés de fromages .
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6.3 .Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus et Vagococcus:

Les genres Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus et Vagococcus étaient précédemment

inclus dans un seul genre : Streptococcus (Axelsson, 2004).Ce sont des coque senpaire ou en chaine,
leur fermentation est homolactique, produisant en majorité del’acidelactique

.Ces especes different principalement entre elles par la présence d’un antigéne de groupe dit antigéne

de Lancefield .
6.4.Le genre Streptococcus :

Comprend la majorité des espéces de streptocoques. Cesorganismes ont un contenu en G+C de 35a
46% (Pilet M-F. et al. 2005). Ce genre est généralement divisé en trois groupes : pyogene, oral et les
autres streptocoques.Le groupe pyogene contient essentiellement des espéces

Pathogenes, hémolytiques (hémolyse ) comme Streptococcus pyogenes; d’autres streptocoques
oraux (a-ou non-hémolytiques) sont associés principalement a la cavité orale de I’homme et de
I’animal (Streptococcus mutans).L’espéce thermophile qui soit utilisée en technologie

alimentaire est Streptococcus thermophilus.LesSp. Thermophilus sont été inclus dans legroupe de «
autre streptocoques » par Scheilfer et Kilpper-Bélz (1987).Du fait par son habitat (lait et produits
laitiers), et son caractére non pathogene seul cette espece est considérée comme appartenant aux bactéries

lactiques.

Figure 6 : Streptococcus thermophilus, au microscope électronique (Corrieu et Luquet , 2008 ) .
L’espéce Sterptococcus thermophilus (Figure 6 ) . largement présent dans le lait et les produits laitiers
comme agent d’acidification, posséde le statut GRAS (Generally Recognized As safe ) Cette espece se
différencie par son habitat ( lait et produits laitiers ) et son caractére non pathogéne .
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6.5 .Le genre Lactococcus :

Appartient au groupe N de Lancefield, représente les streptocoques dits «lactiques»

.Récemment (Schleifer et al.(1985), se fondant sur des criteres moléculaires, ont proposé de séparer
les streptocoques lactiques mésophiles du genre Streptococcus et de créer le genre Lactococcus
(Novel G., 1993).

.Les lactocoques sont associés a de nombreuses fermentations alimentaires et ne possedent aucun
caractére pathogéne, mais seuls les Lactococcus lactis sont actuellement utilisés dans la technologie
laitiere. Trois sous-especes de La. Lactis peuvent étre distinguées : L. lactisssp. Lactis,L.lactisssp.
cremoris et L. lactis ssp. hordniae. Seules les deux premieres interviennent dans la plupart des produits
laitiers-Le genre Enterococcus .

rassemble la plupart des espéces du groupe D de Lancefield (streptocoques fécaux), présentent une
hémolyse de type,p, et quise caractérisent par leur développement a 10 et 45°C, leur aptitude a croitre
en présence de 6,5 % NaCl, et leur grande résistance aux facteurs de I’environnement.

Les espéces rencontrées dans 1’alimentation son essentiellement En.faecalis ;(auparavant
Streptococcus faecalis), et ses variétés Endurants et En. bovis).

Leur habitat est trés varié: intestin de I’homme et des animaux, produit végétaux, sol, produits laitiers
(Giraffaet al., 1997).

Figure 7: Morphologie en microscopie électronique de lactococcus lactis ( Corrieu et Luquet

,2008) .
Les produits végétaux constituent leur réservoir principal , mais ils sont largement présents dans le lait
et les produits laitiers ( Pilet et al ; 2005 ) .
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6.6 .Genre Enterococcus :

Ce genre forme des coques, généralement groupés isolés, en paires, en chainettes ou en amas et leur
Morphologie peut varier selon les conditions de culture (Devries et al, 1993).

Par ailleurs, il est caractérisé par ses capacités a croitre a des valeurs de PH élevées, de résister a

’acidité , et de développer en présence de concentration salines élevees ( Ruiz — Moyano et al ; 2008)

Figure 8 : Enterococcus faecalis au microscope électronique ( Wallace et al , 2003 ) .

Les espéces du genre Enterococcus se caractérisent par leur grand résistance aux facteurs
environnementaux , Elles sont présentes notamment dans I’intestin de I’Homme et des animaux , les
produits végétaux , le sol et les produits laitiers .

, Les espéces Enterococcus faecalis ( Figure 7 ) et Enterococcus faecium , anciennement désignées «
streptocoque fécaux sont toutes les deux utilisees comme probiotiques .

Les entérocoques jouaient un rdle important dans la maturation des fromages.-Les espéces du
nouveau genre Vagococcus sont facilement confondues avec les lactocoques au niveau
morphologique, mais ces deux genres sont clairement distincts parleur composition en acides gras
(Ho, 2008) .

6.7 .Leuconostoc, Oenococcuset Weissella:

Ils rassemblent les coques lenticulaires en paires ou en chaines, mésophiles, qui possedent un
caractére hétérofermentaire marqué, avec production de 1’acide D(-) lactique.

-Le genre Leuconostoc a été défini par VanThieghemen 1878Cegenre a auparavant inclus des
coccobacilles hétérofermentaires, produisant uniquement de I’acide lactique, et ne produisant pas
d’ammoniaque a partir de I’arginine.Leur température optimale de croissance se situe entre 25°C et
30°C, et leurs conten G+C sont assez voisins (37 a 45%) (Garvie, 1986)

Leur croissance est toujours lente. Ils ne sont pas hémolytiques ni pathogénes.
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Ces especes sont caractérisees par la production a partir du citrate du lait de di acétyle et parfois par
la synthese de dextrane et de Iévanes extra cellulaires en présence de saccharose (Novel G., 1993)
Les études phylogénétiques des Leuconostoc montrent une diversité dans ce genre

(Eom et al., 2007)

14Ce genre comprend 4 espéces fréquemment associées aux aliments C. divergens C. piscicola C.
mobileet C. gallinarum Ils sont isolés de produits carnés, ou de produits de la mer, saumon fumé mais
certain sont également été isolés de fromages

.Enterococcus, Lactococcus, StreptococcusetVagococcus: Les genres Enterococcus, Lactococcus,
Streptococcus et Vagococcus étaient précédemment

Inclus dans un seul genre : Streptococcus (Axelsson, 2004).Ce sont des coques enpaire

ou en chaine, leur fermentation est homolactique, produisant en majorité de I’acide lactique

.Ces espéces different principalement entre elles par la présence d’un antigéne de groupe dit antigéne
de Lancefiel En général les Leuconostocs sont utiles dans différents types de fromages (Devoyod et
Poullain, 1988); Ogier et al., 2008)ou ils facilitent I’ «ouverture» par la production de CO2.Ils
interviennent aussi dans 1’industrie laitiére (beurre et creme) principalement lesmesenterois des
sp.Cremoris, ensilage et les végétaux fermentés(olives, choucroute, ets) (Hemme et Foucaud —

Scheunemann,2004) .

6.8. Leuoconostoc :

de vins a été renommée Oenococcusoeni et certains lactobacilles hétérofermentaires ont été groupés

avec Leoconostoc paramesenteroides dans le nouveau genre Weissella (Stiles et Holzapfel,( 1997 ) .

-—— L e

Figure 9 : Fixation des leuconostocs sur les moules en grés-vernisse .( Examen en microscopie
électronique de balayage , 11 500 X ) . photo Micheline Rousseau — Christiane Le Gallo INRA - C.R
Jouy — en — Josas
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6.9. Aerococcus, Pediococcus et Tetragenococcus:

Ce sont des coques formées de cellules groupées en paires ou en tétrades. Ils sont mésophiles,
homofermentaires, et le plus souvent incapable d’utiliser le lactose.

-Sept especes de Pediococcus sont connues :

P. acidilactici, P. damnosus, P.dextrinicum, P. inopinatus, P. parvutus, P. pentosaceus et P. urinaee
qui Ils fermentent les sucres en produisant de 1’acide lactique DL ou L(+) et sont aussi caractérisés par le
GC% de leur ADN (34-42%).

Ces dernicres sont importantes dans 1’agroalimentaire tant sous 1’aspect négatif que positif. Ce sont
des agents de dégradation en brasserie (P. damnosus).

Les P. acidilactici et P. pentosaceu sont démontré leur utilité dans 1’élaboration de plusieurs produits
carnés fermentés naturels.ils sont parfois utilisés comme levains lactiques pour les charcutries Les
pédiocoques sont également des bactéries lactiques autochtones qui permettent la maturation des
fromages (Gonzalez et al., 2007 ; Gurira et al., 2005).

L’espéce Pediococcus halophilusa été renommeée Tetragenococcus halophilus Seulement deux
espéces de Tetragenococcus sont connues : T. halophilus et T. muriaticus

Ces bactéries résistent a des concentrations elevées en sel (supérieures a 18 % NaCl)

IIs ont un réle crucial dans la fabrication des produits alimentaires
comme les saumures (anchois salés), les sauces de soja, Ets.
-Le genre Aerococccus qui contient cing especes est généralement moins intéressant dans

I’agroalimentaire (Axelsson, 2004).

Figure 10: Morphologie en microscopie électronique . (Wallace et al , 2003 ) .
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Les espéces de Tetragenococcus ont un réle crucial dans la fabrication des produits alimentaires a

concetration élevée sel comme les souces de soja , alors que les pediocoques sont parfois utilsés

comme levains lactiques les charcuteries ( Tosukhowong et al ; 2005 ) .
6.10.Genre Bifidobacterium :

Tradionnellement, le genre Bifidobacterium a été associé aux bactéries lactiques . par la suite , il a été
sépareé en raison du contenu G + C > mol 50% a effectué au phylum des Actinobacteria (Gomezet
Malcata , 1999 . Leahy et al ,2005 ) . Néanmoins , les bifidobactéries sont également considérées
comme des bactéries Lactiques , en raison de leurs propriétés physiologiques et biochimiques
semblables et du fait qu’elles partagent certaines niches écologiques communes aux bactéries
lactiques tel que le tractus gastro — intestinal ( Klein et al , 1998 ) .En effet , elles ont généralement
un PH optimal de croissance autour de 6,5a 7 et une température de croissance compris entre 37°C
et 41°C . Elles ont la forme irréguliére d’un V ou une morphologie bifide en forme de Y . Elles sont
hétéro fermentaires et dégradent les hexoses en produisant de ’acide lactique et acétique ( Gomez et
Malcata , 1999 . Leahy et al , 2005 ) .

Figure 11 : Bifidobacterium SP ( Wallace et al , 2003 ) .

Les espéces de Bifidobacterium adolescentis , Bifidobacterium breve et bifidobacterium longum se

trouvent dans 1’intestin des enfants et des adultes .
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7 .Métabolisme des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques regroupent des microorganisme appartenant a plusieure genres ayant la

capacité de fermenter les sucres en acide lactique .Les sucres peuvent étre des monosaccharides tels

que les hexoses (glucose , galactose ), des pentose (xylose , ribose , arabinose ), des hexitols ou des
pentitols ( mannitol ,sorbitol ,xylitol ) ou des dissacharides ( lactose , saccharose , cellobiose ,maltose
,tréhalose ) . La capacité a métaboliser les sucres est fonction des souches considérées .

7. 1. Principales vois fermentaires des bactéries lactiques :

La fermentation des sucres s’effectue essentiellement en trois étapes (Atlan et al ,2008 ) :

> Le transport du sucre a travers le membrane cellulaire ,
> Le catabolisme intracellulaire de sucre ,

> Formation et expulsion extracellulaire des métabolites terminaux.

Pour pénétrer dans la cellule ,les sucres doivent d’abord franchir la membrane cellulaire qui possede
une perméabilité sélective :elle laisse passer les composés apolaires par diffusion mais se révele
imperméable aux composeés polaires hydratés , Deux systemes de transport actifs des sucres sont
présent ( PTS ), qui couple le transport et la phosphorylation du glucide ( phosphorylation en
cascade ), et le systéeme perméase énergie —dépendant , qui fait pénétrer les glucides sous forme de

sucres libres ( Thompson , 1987) .

Selon les genres ou espéces , les bactéries lactiques utilisent principalement 1’une des deux vois
majeures du métabolisme des sucres ( Figure 11) .1l s’agit des vois homofermentaire ( Embden —
Meyerhof-Parnas , EMP ) et hétéro fermentaire ( voie des pentoses — phosphate ) ( Atlan et al ,
2008).
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Figure 11 : Différents types de fermentation (Axelsson, 2004)
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Les bactéries lactiques
7.1.1. Voie homofermentaire :

La voie homofermentaire emprunte la glycose dans sa totalité ( du glc-6-P jusqu’ au pyruvate ) et
généralement associée aux bactéries des genre Streptococcus , Lactococcus , Pediococcus , de 2
molécules de lactate et 2 molécules d’ATP parmolécule de glucose . Ce métabolisme est qualifié
d’homolactique lorsqu’ au moins 90% du glucose consommé est converti en lactate . Lfractose-1 ,6-
biophosphat aldolase ( FBA ) est une enzyme clé indispensable au fonctionnement de la voie EMP (
Thompson et Gentry —Weeks , 1994 ) .En condition de croissance non optimales ( limitation de
carbone ou certains sucres ) , le métabolisme des bactéries homofermentaire peut se diversifier vers
un métabolisme appelé mixte , avec production , en plus du lactate , de formiate , ou / de cozd’acétate
et d’éthanol (cocaign — Bousquet et al ;1996 ) ( Figure 12 ) .Cette fermentation est essentiellement

réalisée par les entérobctéries ( Enterococcus sp) .

Glucose

NADMH+M
NAD

\ f -
Lactate = e Pyruvate

= > CO

Formiate ~ o
Hydroxyéethyl-TPP

| NADH+«H
FOMSS NnAD
Acéetyl-CoA
NADMHH - /
ADHE
NAD « —
- -
Acetaldéhyde Acétyl-P
NADH«M - - ADP
NAD «— "Al"‘r"r \C* ~—— ATP
L -
Ethanol Acétate

Figure 13 : Schéma de la fermentation des acides mixtes ( Cocaign —Bousquet et al, 1996 )

Les principales enzymes sont indiquées en rouge : LDH :lactate déshydrogénase , PFL :pyruvate
formiate lyase , PDH : pyruvate déshydrogénase ,PTA :phosphostrans acétylase ,ACK :acétate kinase

,ADHE : alcool déshydrogénase .
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7.1.2.Voie hétérofermentaire ou voie des pentoses phosphate :

Les principaux groupes de bactéries présentant ce type de métabolisme sont les Leuconostoct elles

que Leuconostoc mesenteroides (Ln . mesentroides ) et Leuconostoc pentosaceus et certains

Lactobacillus tels que Lactobacillus brevis , Lactobacillus fermenti .Ce groupe de bactérie dégrade

les hexoses en empruntant la voie hétéro fermentaire communément appelée voie des pentoses
phosphate (Figure 11) .
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Mateéeriel et méthodes



Matériel et méthodes

1.Lieu de travail :

Nous avons effectué nos travaux dans le Laboratoire des Sciences et Techniques de production
Animales (LSTPA) de I’Université Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem

2. Objectif de ce travalil :

> But de Notre travail est d’isoler et d’identifier et de purifier des bactéries lactiques a partir de blé

fermenté dénommé « Hamoum ».
3.Lieu de prélevement :
Notre échantillon a été prélevé au niveau d’une région rurale de la wilaya de Relizane .

4. Milieu de culture:

> Les milieux solides :
» MRS (De Man Rogosa et Sharpe,1960 ) , MSE (Mayeux , Sandine et Elliker , 1960 ).
e La composition de ces milieux est dans 1’annexe A

> Les milieux liquides :

Milieu MRS BCP ,bouillon Clark et Lubs ;bouillon hypersalé ,MRS sans sucre(BCP),Milieux de
Moeller (Maeller,1955), lait de Sherman a 0,1%et 0,3% .

e La composition de ces milieux est dans 1’annexe B

5. Isolement des bactéries lactiques :

5. 1.Preparation de la solution meére :
Une quantité de10g de blé fermenté « Hamoum » est mise dans 90 ml bouillon MRS pour une durée
de 24h pour la préparation de la solution mere a la température ambiante du laboratoire. Une série de

dilutions allant de 107" jusqu’al0~° est ensuite réalisée pour effectuer un dénombrement des colonies.
5.2. Ensemencement :

L’isolement sélectif des bactéries lactiques par culture sur milieu MRS.Un volume de 1ml de chaque
dilution est ensemenceé en stries sur boite de Pétri contenant du milieu MRS solide. Apres étalement
des échantillons avec une pipette rateau stérile que 1’on a confectionné avec une pipette Pasteur, les
boites sont incubées a 37°C pendant 24h a 48 h
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6. Dénombrement des bactéries lactiques :

Apres incubation a 37°C pendant 24 h a 48 h ,on calcule le nombre des colonies présente dans notre

échantillon. Apres le comptage des colonies, on applique la formule mathématique suivante :

. Y. Colonies
~ Vml X(n;+0,1n,)xd1

N: nombre de microorganismes présents dans I’unité de mesure de 1’échantillon

C: nombre total des colonies comptées sur une boite retenue des dilution effectuées.
e Vml: volume de I’inoculum appliquée a chaque boite en ml

e nl: nombre de boites comptées a la dilution retenue la plus faible.

e n2: nombre de boites comptées a la seconde dilution retenue.

e d1: facteur de la premiére dilution retenue.

7. Pré-identification des isolats lactiques :

7.1. Observation macroscopique :

L’¢étude morphologique est portée sur I’observation macroscopique qui consiste a décrire 1’aspect des
colonies obtenues (taille, couleur) sur milieu gélosé.

7.2. Observation microscopique :

La différenciation entre les bactéries & Gram positif (cellules violettes) de celles & Gram négatif
(cellules roses).

8.Test de catalase :

Certaines bactérie produisent du peroxyde d’hydrogene(H202) Pendant leur respiration aérobie celui-
ci est trés toxique que certaines bactéries sont capables de le dégrader grace aux enzymes, elles
synthétisent et notamment la catalase, Cette enzyme est capable de décomposer 1’eau oxygénée selon
la réaction positive se traduit par un dégagement de bulles de gaz O2) (Marchal et al ; 1991) .

Catalase .
H202 — H20+% 02
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9. Purification :

La purification des colonies bactériennes est faite par les techniques de repiquages successifs.On
prend a chaque fois une colonie pour I’ensemencer dans le milieu MRS solide. Apres 24h a 48 h
d’incubation a 37°C, les colonies bien distinctes et bien développées , sont retenues pour des
examens macroscopiques ,microscopiques et une recherche de la catalase afin de confirmer leur

appartenance au groupe lactique .

10. Conservation des souches :

10.1. Conservation a court terme :

La conservation a court terme est réalisée sur milieu MRS solide incliné, apres croissance a la
température optimale, les cultures sont maintenues a +4C.Leur renouvellement.se fait par repiquage

toutes les 4 semaines,

10.2. Conservation a long terme :
La conservation a long terme est réalisée sur milieu MRS liquide. Apres incubation a 37°C pendant

24h, les isolats retenues sont conservés a -20°C dans une solution contenant 30% de glycérol.

11. Identification des bactéries lactiques

La pré-identification a été établie en se basant sur des caracteres biochimiques et physiologiques.

11.1. Etude physiologique et biochimique :

11.1. Test de croissance a différentes températures :

Ce test consiste a différencier entre les bactéries lactiques mésophiles et thermophiles. Les isolats ont
été ensemencés dans le milieu MRS liquide a ph=6,5 . On a testé leurs croissances a trois

températures 25°C, 30°C, 45°C pendant 24 a 48 heures. La croissance se manifeste par un trouble.

11.1.2.Test des pH :
Ce test est utilisé pour définir ’habilité des bactéries lactiques a croitre dans un milieu alcalin

(PH=9,6) et dans un milieu acide (ph=4,5).
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Le test est réalisé par I’ensemencement des isolats dans deux milieux MRS liquide :
Les milieux sont obtenus comme suit :
» MRS liquide ajusté a ph=9,6 obtenue par 1’addition de solution de Na OH (IN)
» MRS liquide ajusté a ph=4,5 obtenue par 1’addition de solution d’acide lactique (1N).
Les tubes sont incubés a 37°C pendant 24 a48 h.

11.1.3. Recherche du type fermentaire :

Ce test permet de différencier les bactéries homolactiques des hétéro lactiques.
Le type fermentaire consiste a mettre en évidence la formation de gaz (CO>). Le test s’effectue en
inoculant 1ml de la culture bactérienne a tester dans un tube contenant 9ml de MRS et muni d’une

cloche de Durham puis incubées pendant 24h a 48h.

11.1.4. Effet de NaCl :

Ce test est utilisé pour définir I’habilité des bactéries lactiques a croitre dans le milieu hypersalé.
Les cultures sont ensemencées dans le milieu hypersalés a 6 ,5% de NaCl. Les tubes sont incubés a
37°C pendant 24h a 48h.

11.1.5. Test de la thermorésistance :

Apres ensemencement les isolats dans le milieu MRS liquide.Les tubes sont introduits dans un bain
marie a 63°C pendant 30 min puis incubes a 37°C pendant 24 h a 48 h. Ce teste permet d’identifier
les bactéries lactiques thermophiles.

11.1.6. Recherche de I’acétoine :

Des tubes contenant chacun 5 ml de milieu Clark et Lubs sont ensemencés a 1’aide d’une anse, apres
incubation a 37°C pendant 24 h.On ajoute trois gouttes de reactif VP1(solution de soude NaOH a
16% dans I’eau distillée) et le méme volume du réactif VP2 (alpha-naphtol a 6% dans 1’alcool a95°)
Les tubes ont été soigneusement agités et ont été laissés en contact avec I’air libre pendant 5 a10 min
température ambiante. La production d’acétoine se traduit par 1’apparition d’un anneau rose a la

surface du milieu.
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11.1.7. Recherche de I’hydrolyse d’arginine (ADH) :

Chaque isolat est ensemencé dans les tubes contenant 1ml de milieu Moéller arginine et un tube
témoin (Moéller sans arginine) sont incubée pendant 24h a 72 heures a 37°C. Aprés 24h
d’incubation, si la couleur du milieu vire au jaune (24 heures) puis vers le violet (48 heures) on en
déduit la présence de I’enzyme et la dégradation de 1’arginine .Sl elle reste jaune cela veut dire que la
bactérie est ADH négative.

La culture se manifeste par un virage au jaune du a I’acidification du milieu (métabolisme du
glucose) La dégradation de I’arginine aboutit a la formation d’ammoniaque est révélée par
alcalinisation du milieu qui devient violet.

11.1.8. Croissance sur le lait de Sherman :

Ce test permet la différenciation entre certains genres lactiques. Le lait écrémé additionné de 0.1 % et
0,3% de bleu de méthyléne(1ml de solution a 0,1% et 0,3% par tube de 9ml de lait) est ensemencé et
incubé a 37°C pendant 24 a 48 h.

11.1.9. Production de dextrane :

La synthese de dextrane & partir du saccharose est mise en eévidence dans le milieu MSE gélosé par
I’ensemencement des isolats et une incubation réalisée a 37°C pendant 24h a 48 h. La synthese de
dextrane se traduit par la formation des colonies larges, visqueuses et gluantes.

11.1.10. Test de fermentation des sucres :

Il s’agit d’apprécier I’aptitude des isolats a métaboliser divers substrats carbonés.Un volume de 0,1
ml de suspension bactérienne est ensemencé dans 2 ml du MRSc-ev- BCPet incubé pendant 48h.

Le développement de la culture et le virage au jaune de I’indicateur coloré due a I’acidification du

milieu traduit la fermentation du sucre.
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1.Dénombrement :

Résultats et discussion

Le dénombrement des bactéries lactiques isolés a partir de blé fermenté montre une
charge microbienne assez importante.

A T’aide de la formule mathématique on a trouvé un nombre :

N= 319,09.10"** UFc/g

SM1 :10gde hamoum + 90 ml de MRS

Liquide

$

Dilution Dilution Dilution Dilution Dilution Dilution

10-* 102 103 10 103 10-¢
Une Une Une 184 122 45
happe nappe nappe

|

|

|

Dilution retenue

Dilution retenue

Figure 14 : Dénombrement des bactéries lactiques isolées de

Hamoum
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2. Etude macroscopique :

Nous avons isolées a partir de notre échantillon 20 isolats lactiques. L’examen macroscopique sur

gélose MRS montre des colonies de différentes tailles (grandes, moyennes et petites) et différentes
couleurs et d’aspects (opaques, transparentes ou visqueuses).

Figure 15 : Résultats morphologiques des colonies bactériennes.
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= Les isolats bactériens sont désignés par la lettre H en référence au substrat

« Hamoum » et codés selon la forme des bactéries :

BHL : en référence a la forme bacille, BHC : en référence a la forme coque
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Tableau 4 : Résultats de I’étude morphologique des isolats lactiques

Isolats Gram Catalase Mobilité Forme Couleur Arrangement
BHL1 + - - Batonnet | Blanchatre Chainettes
BHL2 + - - Batonnet | Blanchatre | Chainettes
BHL3 + - - Batonnet | Blanchatre Chainettes
. A Diplocoques
BHC4 + - - Cocci Blanchatre ou tétrades
BHCI5 + - - Batonnet | Blanchatre | Chainettes
BHL6 + - - Batonnet | Blanchatre | Chainettes
. Blanchatre Diplocoques
BHC7 + ) ) Cocci brillante ou tétrades
. A Diplocoques
BHCS8 + - - Cocci Blanchatre ou chainettes
BHC9 + - - Cocci Blanchétre Chainettes
. A Diplocoques
BHC10 + - - Cocci Blanchatre ou chainettes
. A Diplocoques
BHC11 + - - Cocci Blanchatre ou chainettes
Diplocoques
BHC12 + - - Cocci Blanchatre | OU chainettes
BHC13 + - - Cocci Blanchatre Diplocoques
BHL14 + - - Batonnet | Blanchéatre Chainettes
. Blanchéatre .
BHc15 + - - Coccl ou jaunétre Diplocoques
BHC16 + - - Cocci Blanchatre Chainettes
BHC17 + - - Cocci Blanchatre Chainettes
BHc18 + - - Cocci Blanchatre Diplocoques
ou chainettes
BHC19 + - - Cocci Blanchatre Diplocoques
BHc20 + - - Cocci Blanchatre Diplocoques
ou tétrades
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Résultats et discussion

Figure 16 : Observation microscopique des bactéries lactiques (G x 100). A et B forme batonnet ; C et
D forme Cocci.
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Résultats et discussion

3. Etude microscopique :

Apres coloration de Gram, les bactéries ont été observées les caractéres des bactéries lactiques
isolées 70% sont forme Coccis et 30% sont forme batonnet (figure4).

H coque M bacille

Figure 17 :Proportions des bactéries lactiques isolées de hamoum
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4. Résultats de I'identification physiologique et biochimique :
1.4. Tests biochimiques et physiologiques

1.1.4. Croissance a différentes températures :
Apreés incubation, la majorité des bactéries (BH1a BH20) sont capables de se développer a

25°C, 30°C a I’exception la température de 45°C. On remarque la croissance des isolats
sauf(BHC7, BHC8, BHC10, BHC11, BHC12, BHC13, BHC9.BH17, BH16, BHC15, BHC18,
BHC19).

Témoin

Témoin
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3

Figue 18: La croissance des isolats isolées a différentes températures : (A) : 45°C, (B):
30°Cet (C):25°C.

2.1.4. Test croissance a différent pH :

Les résultats montrent que seuls les isolats (BHC4, BHC7, BHC13, BHL14, BHC15, BHC19, BH20)
sont capables de se développer a pH =4,5. Au pH = 9,5, seuls les isolats (BHC9, BHC13, BHC15,
BHC16, BHC17, BHC19) se développent.

v : i .
K . " BH13 [
» |
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pH=9,5
Figure 19 : Croissance des isolats a différents pH

3.1.4.Type fermentaire :

Les résultats obtenus montrent que tous les isolats BH1 a BH20 ne produisent pas de CO. Ils sont

donc homofermentaires.

Figure 20:Test fermentaire .

(-) : Pas de croissance , (T) : témoin
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4.1.4. Test NaCl:

Tous les isolats cités sont capables de croitre a une concentration de 6.5 % de NaCl
(BHL1 ,BHL2 ,BHL3,BH4,BHL5 ,BHL6,BHC7 ,BHC9,BHC13 ,BHL14,BHC15 ,BH17 ,BH19,

BHC20) a I’exception des isolats. (BHC8, BHC10, BHC11, BHC12, BHC16,BHC18 ) qui sont
sensibles a 6,5% .

. Témoin

Figure 21:Résultats de test NaCl

5.1.4 : Test de thermorésistance :

L’exposition des isolats a une température de 60°C pendant 30 min permet de révéler que tous les

isolats ont résisté a cette température a I’exception des isolats ( BH8 , BH10, BH11 , BH12 , BH18).

~

Figure 22 : Résultats de test de thermorésistance
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6.1.4 : Production de ’acétoine :

Les résultats obtenus montrent que toute les souches ( BH1 & BH20 ) sont incapables de produire
I’acétdine .

Témoin

Figuire : 23 : Résultat de I'acétoine. Test négatif (-), test positive (+). (T) : témoin

7.1 .4 : Hydrolyse de I'arginine (ADH) :

D’apreés nos résultats, Les isolats(BHC8, BHC9, BHC10, BHC11, BHC12, BHC16,
BHC17, BHC18) sont ADH négative. Par contre les isolats (BHL1, BH L2, BHC4, BHCS5,
BHC6, BHC7, BHC13, BHC14, BHC15, BHC19, BHC20) sont ADH positive.

Figur24 : Résultats de L’ADH. T : témoin, (+) ADH positive, (-) ADH négative.
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8.1 .4 : Croissance sur le lait bleu de Sherman :

Les resultats du test de lait bleu de Sherman révélent que tous les isolats ayant une forme cocci
coagulent le lait et réduisent le milieu a une concertation de 0,1% de bleu de méthyléne. Par contre,
pour la concentration de 0,3 % seuls les isolats (BHC13, BHC15, BHC19) se sont révélés sensibles.

Figure 25 : Réduction au bleu de méthyléne a0,1%

Figure 26 : Réduction au bleu de méthyléne a 0

9.1.4 : Production de dextrane :

Apreés incubation le résultats obtenus montrent que toutes les isolats sont incapablesde produire le
dextrane
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Tableau5:Résumé des différents tests d’identification des isolats lactiques.

st Type Temperature pH Thermo Réduction |\ -étoin NaCl Dex
Isolats Fermznta'r 25°C | 30°C | 37°C | 45°C | 4.5 6,5 | 9,6 | résistance | 1% | 3% e (6,5) an; ADH
BHL1 Homo + + + + -+ - + + + - + - -
BHL2 Homo + + + + - + | - + + + - + - -
BHL3 Homo + + + + -+ - + + + - + - -
BHC4 | Homo + + + + |+ |+ - + + |+ - + - +
BHLS5 Homo + + + + -+ - + + |+ - + - +
BHL6 Homo + + + + -+ - + + + - + - +
BHC7 | Homo + + + + |+ |+ - + + |+ - + - +
BHC8 | Homo + + + - -+ - - + |+ - - - -
BHCS | Homo + + + - -+ |+ + + |+ - - - -
BHc10 | Homo + + + - -+ - - + |+ - - - -
BHc1l | Homo + + + - -+ - - + |+ - - - -
BHc12 | Homo + + + - -+ - - + |+ - - - -
BH13 Homo + + + - + |+ |+ + + - - + - -
BHL14 | Homo + + + + + |+ | - + + + - + - +
BHcl5 | Homo + + + - + |+ |+ + + - - + - +
BHcl6 | Homo + + + - -+ |+ + + |+ - - - -
BHcl7 | Homo + + - -+ |+ + + + - - - -
BHc18 | Homo + + + - -+ - - + |+ - - - -
BHc19 | Homo + + + -+ |+ |+ + + - - + - -
BHc20 Homo + + + + + | + | - + + + - + - +
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10.1.4. Fermentation des sucres

Figures 27 : Fermentation des sucres

(+) :résultats positive , (-) :négative ,(T) : témoin

Tableau 6 : Résultats obtenus pour la fermentation des différents sucres

cres

Gal
Isola

(9]

Mal | Man | Lac

”

Tré

Cell

Sa

Ins

Lev

Ado

BHL1

BHL2

BHL3

+ [+ |+
1

BHC4

BHL5

+ |+ |+ |+ |+ |+

BHL6

++ |+ |+ [+ |+

+ [+ |+

BHC7 -

BHCS8 -

+ |+ |+ |+ [+

BHC9 -

BHC10

+ |+

+
BHC11 +
BHC12 | +

+ |+ |+ |+ |+

BHC13 -

|+ [+ |+ [+ |||+ |+

++ |+ |+ [+ |+

BHC14

+

-+

BHC15 -

BHC16

BHC17

BHC18

+ [+ |+

BHC19

+ |+ |+ |+ |+

BHC20

R I e e I I o I I P o I P o o e R T

+ |+ [+ |+ |+ |+
+ |+ [+ |+ |+ |+

O e I o o I o o o P N

+ [+ |+ |+ |+

e I I o I P A S P P I I P T S S

+  Réaction positive

, = réaction négative, G : Glucose, Mal : Maltose, Lac : Lactose, Man : Mannose

Xyl : Xylose ; Cell : Cellobiose , Gal : Galactose , Sac : Saccharose , Tré : Tréhalose ,Ins : Inositol , Ado : Adonitol,

Lev :levulose
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Tableau 7 : Récapitulatif des résultats des tests de pré-identification des bactéries lactiques.

Codes

Genre

Espéces présumées

BHL1, BHL2, BHL3

Lactobacillus

Lactobacillus.amylophilus

BHL5, BH6, BHL14

Lactobacillus

Lactobacillus plantarum

BHC?7

Pediococcus

Pediococcus pentosaceus

BHC4, BHC20

Pediococcus

Pediococcus acidilactici

BHCS8, BHC10, BHC11,

Lactococcus

Lactococcus.Lactis.sp

BHC12, BHC18

Lactococcus

Lactococcus raffinolactis

BHC13, BHC15

Enterococcus

Enterococcus faecium

BHC19

Enterococcus

Enterococcus. Sp

BHC9. BHC16, BHC17

Streptococcus

Streptococcus bovis
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M Lactobacillus

B Lactococcus

M pediococcus

W Enterococcus

Streptococcus

30%

25%

15%

15%

15%

Figure 28 : Répartition des isolats lactiques au niveau des genres
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Discussion :

Vingt isolats lactiques ont été isolées a partir de blé fermenté. L’étude des principaux caractéres
morphologiques, biochimiques et physiologique sont montré une diversité des genres et d’espéces.
Notre étude montre une présence majoritaire en forme de coques dont la proportion est de 70% par
rapport aux batonnets qui est de 30%.

Nos 20 isolats sont répartis de la maniére suivante :
Quatorze isolats en forme cocci sont en paire, en chainette, groupés et /ou amas.

Deux isolats BHC13 et BHC15 ont donné des résultats positifs aux différents tests suivants
:thermorésistance, différentes températures 25°C ,30°C, 45°C, pH= 9,6 ,il se sont développés en
présence de 6,5%de NaCl et ont également coagulés et réduit le lait contenant 0,1% de bleu de
méthyléne. En revanche .A la concentration de 0,3% de BM, ces 2 isolats n’ont ni réduit , ni coagulé
le lait.Ces caractéristiques répondent aux critéres que possédent les entérocoques ,ils présentent
également un caractere homofermentaire , hydrolysent 1’arginine et ne produisent pas 1’acétoine . lIs
fermenest le lactose le maltose le glucose le tréhalose mais incapable d’utiliser le xylose le galactose
le mannose ,lls sont classés comme Enterococcus .faceim (Thapa et al ,2006,Ennadir et al ,2014).
L’isolat BHC19 possédent les mémes caractéristiques que les 2 précédents isolats sauf qu’il fermente

le mannose, ce qui permet de classer cet isolat a I’espéce Enterococcus sp ( Badis et al.,2004). .

Les isolats BHL5, BHL6 , BHL 14 appartiennent a Lactobacillus qui poussent a 45°C,ne se
développent pas a pH=9,5,ils tolerent une concentration de 6,5% de NaCl .lIs sont capables
d’utiliser le glucose ,le maltose , le lactose ,le galactose , le cellobiose et le tréhalose Ces isolats se

rapprochent de I’espéce Lactobacillus plantarum (Ennadir et al ,2014) .

Les isolats BHL1, BHL 2, BHL3 poussent a 45°C, incapables de décarboxyler 1’arginine, se
développent a une concentration de 6,5% de NaCl et réduisent le milieu lait a 0,1 et 0,3% de BM, ils
sont incapables d’utiliser le Xylose le lactose le cellobiose le tréhalose et le saccharose. Ces isolats

ont été pré-identifiés parmi I’éspece
Lactobacillus amylophilus (Hammes et Vogel.1995 ,Hammes et Hertel .2006).
Les isolats BHC 8, BHC10, BHC11 sont des bactérie homofermentaires ,ne poussent pas a 45°C ni a

6,5 % de NaCl , résistent a 63°C pendant 30 min, incapable de produire de 1’acétoine , fermentent le
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tréhalose, cellobiose , lactose ,xylose ,maltose. Ces caractéristiques montrent que ces isolats
appartiennent a I’espéce Lactococcus lactis. (Guiraud,1998).

Les isolats BHC12, BHC18 ont donné des résultats positifs aux différents tests effectuées sauf a la
production de dextrane, la croissance en milieu hypersalé (6,5%) NaCl, a la température de45°C et
PH=9,6. Ces isolats ont capacité de fermenter le maltose, lactose, galactose, peuvent étre identifies a

Lactococcus raffinolactis , (Guiraud ,1998).

Concernant les trois derniers isolats cocci, BHC4, BHC7, BHC?20, ils forment des colonies rondes

qui au microscope optique révélent une forme en tétrades caractéristique du genre Pediococcus.

Ces isolats homofermentaires sont capables de se développer a 45°C, a la concentration de 6,5%
NaCl, d’hydrolyser I’arginine, ne tolérent pas un pH de 9,6 fermentent le maltose. Ces isolats
peuvent étre pré-identifiés a I’espéce a Pediococcus acidilactici, (Carr et al. 2002). En outre, ils ont
la capacité de fermenter le glucose, cellobiose,le tréhalose et le sacharose et sont incapable utiliser le
maltose.(Kheddid et al ,2006 ,Ennadir et al , 2014) .Quant a I’isolat BHC?7, il est incapable
d’hydrolyser I’arginine (Carr et al ,2002) , ne tolére pas un pH 9,6 de et ne se développe pas a6,5%
de NaCl . Le profil de cet isolat se distingue par sa capacité a fermenter le maltose, il peut étre

identifié a pediococcus pentosaceus (Ennadir et al , 2014, Kheddid et al , 2006 .)

Les isolats BHC9, BHC16 et BHC17 sont des bactéries homofermentaires, mésophiles, ne poussent
pas a 6,5 NaCl,a 45°C et ADH négative. lls ont la capacité a fermenter le mannose, cellobiose et
lactose et sont incapable utiliserl’inositol ,tréhalose, ces isolats peuvent étre identifiés a

Streptococcus bovis (Scheilfer et kilpper — Balz ,1998).
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Conclusion :

Le « Hamoum » est un blé fermenté qui a subi une fermentation due au stockage souterrain
« Matmora ». Ce produit constitue un produit terroir que nos aines utilisaient pour leur

consommation en région rurale.

Au cours de ce travail nous avons commenceé notre étude par une identification phénotypique
des bactéries lactiques isolées a partir du « Hamoum ». Nous avons sélectionné 20 isolats
lactiques dont nous avons réalisé une identification classique qui a été réalisée a I’aide d’une
étude morphologique, biochimique et physiologique a permis ont d’orienter nos bactéries
vers 5 principaux genres : ( Lactobacillus, Pediococcus, Enterococcus, Lactococcus ,

Streptococcus).

La distribution quantitative a permis de caractériser ces isolats et de les pré-identifier. Parmi
le genre Lactobacillus 3 appartiennent a I’espece Lactobacillus plantarum et trois

représentent une espece Lactobacillus amylophilus.
Les coques sont représentés par :

= Deux especes dont Pediococcus acidilactici .
= Une espéce P. pentosaceus.

= Trois espéces Lactococcus , lactis. Sp.

=  Deux espéces Lactococcus raffinolactis .

= Deux especes Enterococcus faecium .

= Une éspéce Enterococcus. sp .

= Trois espéces Streptococcus bovis .

Cette distribution montre une grande diversité de la flore lactique.
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Annex

Milieu MRS ( De Man Rogosa et Sharpe , 1960

EXEFQIt B IEVUIE ettt sttt et st st b et et e e e eae et st see e sestessenansans 5g
EXErait dE VIANGE vttt st sttt ettt et st see e e ebeebe e aere 5g
PEPTONE ...t et et e e et b et e she e ea b et st e s et et e ennees 10g
FAXol=Y =Y o [T Yo Yo [1] 1o 0TSPTSRO 5g
Citrate de SOTIUM ..ottt et eae st stese e e sassesessensenne s 2g
GIUCOSE .ttt st sttt et ettt ettt st sae e e e s e s et s et eaeaaeebeste et seasassasbesesersanease st seenenn 20g
KHZ2POA ...ttt ettt et et e st et e she e sae e se e sttt e e e e e e s e nten 2g
IS 0.ttt sttt sttt s be et et st e sheeb b e e saeees e ehe et ben e st een e saee s o,1g
IMINSOA.. ettt st st sttt et e ate st e e st e st bes saeaessbeeeaate sesaaessbes sunaes sunaensbesennes 0,05g
AT ittt e et et st ae et eee e te e ea e e b be st aen she e e beeea e et aaeanbbesaraenes 12g
TWEEN 80ttt s s e b e b e b 1ml
EQU ISTHIEE  .S.P ettt ettt et e et etestestesbe st saesae st saennnn 1000ml

Ph=6,5a 37°C
Autoclavage a 121°C/20 min .

+* Milieu MSE (Mayeux , Sandine et Elliker,1960)

TEYPLONE ittt e st st et e et e et e st be s saea e beaeateserbeeenta e e eeaaes 20g
LCT=1 = T [T 2,5g
T =T e [ [V T ORI 5g
Y= (ool o F= T o 1Y ISP RURRSSTPRN 100g
GIUCOSE ettt ettt ettt sbesbesrees e b be s e aesbesbsansaseesbenbenseense st srnersaenbansen 5g
CItrate de SOUIUM.....oiveceictieeeecte ettt et sbesbeeseeseebsesbessesaesneansessaens 1g
PN o L3N0 F3Yo o [10 ] 0 TSN 0,075
JAN =Y Y < - | SO TP PPRPPRPPRIR 15g
EQU diSEIIEE GSP cvrrrieeiieeie ettt sttt et st s besae et et s e e e e etesasereesaenen 1000ml

Ph=6,5 ,Aoutoclaver a 120°C pendant 20 minutes
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Annexe B :Mileux liquide
Milieu liquide

MRS- Bouillon

P PIONE .. et e e e s e s
EXtrait de Viande ..o e
EXErait de I@VUIE oo s
GIUCOSE ..ttt ettt ere st saesaesaesae st saesaesee s
Acétate de sodium trihdraté........ccccevvivivivcrcrecceccece e

CItrate d amMmMONTUM . et e et eeeee e e e eeeeeeeesaene

Hydrogénophosphate de potassium ........ccccceveeveveececvececece e,
Sulfate demagnésium hepthydraté.........cccovvevevivevecieciece e,

Sulfate de manganése térahydraté ..........ccoovvvivvvecceccecce e,

PH=6,5
Bouilllon hypersalée

Employée pour différencier les lactocoques thermophiles

PEPIONE e e e e e an

= [ s LI YA = [ o [T RRRRR

On Ajoute le Ph=6,5

Strélisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min
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+* Milieu de Clark et Lubs

PEPTONE....cece et e e sttt e e e st 5g
Peptone di POtaSSIQUE .....ccieieeiceeee ettt e s 5g
G 1Tl 1Y TR 5g
EQU diStIllE@. . 1000ml

On dissout tous les ingrédients dans I’eau distillée on ajuste le ph=6,5

Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20min.

¢ Milieu MRS BCP
MRS(milieu liquide ) 1000 ml
Bromocrésol pourpre 0,05g
PH=6,5
Autoclave 120°C pendant 20min
Lait écrémé
Lait en poudre 110 g
Eau distillée 1000 ml

Autoclaver a 110 °C pendant 10min.

6-472.
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