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Résumé

Notre étude a porté sur 7 échantillons, de lait de brebis, collectés dans les régions de
Nadma, Mecheria et Mascara. Les résultats des analyses physico-chimiques étaient
proches des normes retenues pour le lait de la méme espéce. En revanche, une forte
teneur en protéines et en matiere grasse a été enregistrée dans les laits de Mecheria.
L’évaluation de la qualité bactériologique des différents laits nous a permis de
constater que ceux de Mascara sont fortement contaminés par rapport aux autres
laits. 84 isolats lactiques purifiés et constituées en souchier dont le genre
Enterococcus était dominant avec une proportion de 71%, Lactobacillus 18% et
Leuconostoc 11%.

Les bactéries lactiques ont ensuite été évaluées pour certaines  activités
technologiques. Parmi tous les isolats, seuls 10 ont produit des exopolysaccharides
principalement du genre Leuconostoc. La production de diacétyle a été observée
dans 69% des isolats. 79/84 isolats ont montré une activité protéolytique modérée.
Pour le pouvoir lipolytigue 56% et 60% des souches testées dégradaient
respectivement le tween 80 et [lhuile d'olive. Deux souches d’Enterococcus ont
montré la plus forte capacité d'acidification et une forte activité inhibitrice du genre
Enterococcus a été observée contre les agents pathogénes testés principalement E.

coli.

Mots clés : lait de brebis, bactéries lactiques, propriétés technologiques



Summary

Our study focused on 7 samples of sheep's milk collected in the regions of Naama,
Mecheria and Mascara. The results of the physico-chemical analyze were close to
the standards adopted for milk of the same species. On the other hand, a high protein
and fat content was recorded in Mecheria's milks. The assessment of the
bacteriological quality of the various milks has shown us that those of Mascara are
highly contaminated compared to other milks. 84 purified lactic isolates formed into
a strain of which the Enterococcus genus was dominant with a proportion of 71%,

Lactobacillus 18% and Leuconostoc 11%.

Lactic acid bacteria were then evaluated for certain technological activities. Of all
the isolates, only 10 produced exopolysaccharides mainly of the genus Leuconostoc.
Diacetyl production was observed in 69% of isolates. 79/84 isolates showed
moderate proteolytic activity. For lipolytic power, 56% and 60% of the strains tested
respectively degraded tween 80 and olive oil. Two strains of Enterococcus showed
the strongest capacity for acidification and strong inhibitory activity of the

enterococcus genus was observed against the pathogens tested mainly E. coli

Key words: sheep's milk, lactic acid bacteria, technological properties
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Introduction générale

Le lait est un aliment complet puisqu’il contient tous les composants essentiels sous une
forme equilibrée, c’est un aliment hautement nutritif. Selon la FAO (2019), la production
mondiale de lait provenait essentiellement du lait de vache 81% suivi du lait de bufflonne 15%

et d’autres types de laits (chévre, brebis et chamelle) 4%, en 2018.

La consommation de lait a augmenté dans les pays en développement, mais elle a baissé
dans le monde développé (Mueholff et al., 2013). La production de lait ovin et caprin est
importante dans le bassin méditerranéen et au Moyen-Orient. En Algérie, 1’évolution de
I’élevage ovin a connu un taux de croissance particulier ces dernieres années, passant de 16,7
millions de tétes en 2015 a plus de 17 millions en 2017 (MADR), ce qui peut étre un avenir
prometteur pour le secteur laitier dans 1’industrie agro-alimentaire. La viande, la laine, le lait et
les peaux sont les productions offertes par cette espece, qui se basent en réalité sur 3 races

principales : Ouled-Djellal, Rembi et Hamra.

Le lait de brebis a une valeur nutritionnelle haute et des concentrations élevées en
proteines, graisses, minéraux et en vitamines, par rapport aux laits d'autres especes domestiques

(vaches et chévres) (Balthazar et al., 2017).

Le lait est un produit tres complexe, possédant naturellement de nombreux composants
chimiques et physiques. Tous les laits contiennent le méme type de constituants mais en
quantité variable. Au sein d’une espéce donnée, les facteurs génétiques et des conditions
environnementales comme le climat et le stade de lactation influencent la composition. Elle est

également influencée par la race des animaux (Claeys et al., 2014).

Les caracteristiques physico-chimiques et nutritionnelles du lait de brebis peuvent étre
avantageuses pour la fabrication de produits contenant des ingrédients prébiotiques et / ou des
bactéries probiotiques, qui sont des catégories majeures sur le marché des aliments fonctionnels
(Lordan et Zabetakis, 2017).

Le lait qui est trés intéressant sur le plan nutritionnel par ses composants moléculaires
est aussi une source tres importante de bactéries lactiques avec des propriétés probiotiques et
technologiques intéressantes. Les aliments fonctionnels contenant des probiotiques font partie
d'un nouveau marché qui recherche la satisfaction et I'acceptation des consommateurs, ils ont
suscité I'intérét de l'industrie alimentaire pour des raisons a la fois économiques et en raison de

preuves scientifiques liées a leurs bienfaits pour la santé. Les consommateurs sont plus
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conscients de la nutrition et de la qualité des aliments qu'ils consomment, ce qui augmente la

demande d'aliments « sains » (Ramos et al., 2017 ).

Il'y a quelques décennies que la recherche sur les bactéries lactiques fait l'objet de
diverses études, d’un grand intérét, car elles jouent un réle fondamental dans I'amélioration de

la qualité microbiologique et de la durée de conservation des produits laitiers fermentés.

Les bactéries lactiques constituent un groupe bactérien hautement phylogénétiquement
hétérogéne, ayant le statut GRAS (généralement reconnues comme sdres) car elles sont non
pathogenes, adaptées aux processus technologiques et industriels, et ont la capacité de produire

des substances antimicrobiennes (Shehata et al., 2016).

Les bactéries lactiques peuvent étre trouvées dans un large éventail d'environnements
naturels et sont considérées comme le microbiote dominant dans le lait et les produits laitiers
(Ayad et al., 2004). Certaines caractéristiques des bactéries lactiques, telles que la production
d'acide, le probiotique, la protéolyse et la lipolyse, ont contribué a leur utilisation comme
souches starter ou d’affinage, et sont étudiées lors de la sélection de ces bactéries et de I'étude

de leurs activités technologiques (Mantzourani et al., 2019).

Les souches indigénes de bactéries lactiques intéressent les chercheurs et les producteurs
laitiers en raison de leur résistance inhérente aux phages, de leurs propriétés antimicrobiennes
et de leur capacité a produire le godt et I'odeur typiques lors de la production de divers types de
fromage. Aussi, lI'implication générale que les normes d'hygiéne actuelles de l'industrie laitiere
comme la pasteurisation et les procédés non thermiques tels que la microfiltration, la

bactofugation prouvaient que le lait était d'excellente qualité microbiologique.

De plus, certaines especes de bactéries lactiques, connues sous le nom de bactéries
lactiques non starter, jouent également un réle fondamental dans le développement de I'ardme
et de la texture pendant le processus d‘affinage des fromages, contribuant a leur qualité et a leur
identité (Kamimura et al., 2019 ; Cuffia et al., 2020). Ces caractéristiques incluent leurs
systemes protéolytiques et lipolytiques et leur production d'exopolysaccharides (Bintsis, 2018
; Pereiraetal., 2019).
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Les travaux presentés dans cette these ont été réalisés au niveau du Laboratoire des
Sciences et Technique de Production Animale (LSTPA) de la Faculté des Sciences de la Nature
et de la Vie de I’Universit¢ Abd-EL-Hamid Ibn Badis de Mostaganem. L’identification par
MALDI-TOF a été réalisée au laboratoire de Microbiologie du Centre de Recherche

Scientifique et Technique en Analyse Physico-chimique (CRAPC) de Tipaza (Alger, Algérie).

Notre étude s’inscrit dans la thématique de recherche de notre laboratoire (LSTPA). Pour

ce faire ce travail vise a plusieurs objectifs :

- Analyse de la qualité physico-chimique du lait cru de brebis collecté dans les régions
de Tiout (Nadma), Mecheria et Mascara,

- Evaluation de la qualité microbiologique des différents laits collectés.

- Isolement et identification de bactéries lactiques a partir des différents échantillons de
lait.

- Evaluation de quelques aptitudes technologiques des bactéries lactiques isolées.

- Constitution d’un souchier de bactéries lactiques ayant une application dans la

biotechnologie et dans 1’industrie alimentaire.
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Chapitre I : Situation du cheptel ovin dans le monde et en Algeérie

1. Situation de I’élevage ovin et de la production laitiére dans le monde

Selon la FAO (2019), la production laitiere mondiale est dominée par le lait de vache,
soit 81% des quantités produites en 2018. Loin derriere, le lait de bufflonne avec 15% mais
qui est peu prisé en Europe et essentiellement collecté dans les pays asiatiques (Inde,
Pakistan, Chine). Vient ensuite les laits de chévre 2%, brebis 1%, et autres mammiferes 1%,

comme la chamelle.

Le lait de brebis et de chevre représente respectivement 36,5% et 63,5% de la
production mondiale totale de lait de petits ruminants (FAO, 2017). Traditionnellement,
toutes les races de moutons peuvent étre traites, mais certaines races sont d’excellents
producteurs de lait (Tableau 1). La période moyenne de lactation chez la brebis laitiere varie

de 180 a 240 jours alors que pour une race non laitiére cette période est de 90 a 120 jours.

Tableau 1 : Races ovines laitiéres dans le monde et leur production (FAO, 2017 ; Shinde et
Naqgvi, 2015).

Population ovines mondiales 1202 millions

Brebis laitiéres 246 millions (21%)

Production de lait ovin dans le monde | 10,42 millions de tonnes

>200 litres/ lactation :
= Awassi et Assaf en Palestine,
= Frise orientale en Allemagne,
Races ovines laitieres bien connues = Lacaune en France,
= Sarde en ltalie,
= Chios en Grece,
= Manchega en Espagne.

Plus de la moitié de la population de moutons dans le monde est située dans les pays
en développement ; les moutons sont plus nombreux que les chévres dans les régions avec un
climat plus froid. L’élevage ovin permet d’obtenir de nombreux produits tels que : le lait, la
viande, la peau, la laine et le fumier mais la plupart des petits producteurs dans les pays en
développement élévent des moutons pour la viande ou la vente sur pieds sur les marchés
locaux.
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L’¢levage ovin dans les pays en développement vise principalement a assurer la
sécurité des moyens de subsistance, et non a des avantages commerciaux. Dans de hombreux
pays en développement, la demande ainsi que 1’offre visible de lait de brebis sont

négligeables.

Dans les pays en développement, les brebis et les chévres sont souvent gardées dans
des environnements marginaux caractérisés par la rareté des paturages et des conditions
climatiques défavorables. La plupart des brebis laitieres sont élevées dans la région
méditerranéenne, et la plupart des races ovines laitiéres se trouvent dans cette région et dans

le Proche-Orient.

La production de lait et la durée de la lactation des brebis laitieres ne sont pas
comparables a celles des vaches ou des chévres laitieres, mais la production de lait de brebis

peut étre accrue par la stimulation de la traite (par exemple, traite plusieurs fois par jour).

Les dix pays les mieux classés dans la production de lait de brebis sont énumérés dans

le tableau 2.

Tableau 2 : Principaux pays producteurs de lait de brebis (FAO, 2017).

Classement Pays Production de lait de brebis (tonnes)
1 Chine 1 540000
2 Turquie 1101013
3 Gréce 705000
4 Syrie 684578
5 Roumanie 632582
6 Espagne 600568
7 Soudan 540000
8 Somalie 505000
9 Iran 470000
10 Italie 383837
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Cependant, les fermes productrices de lait de brebis représentent une part importante
des economies agraires dans de nombreux pays, en particulier ceux qui bordent la mer
Méditerranée et au Moyen-Orient. Le premier producteur mondial de lait de brebis est la
Chine (12,2%) et le premier producteur en Europe est la Gréce (8,7%), suivie de la Roumanie
(7,2%). Le lait de brebis est egalement important au Proche-Orient et en Afrique du Nord,
avec 7,5% de production, et un peu moins important en Afrique subsaharienne (5,6%) et en
Asie de I'Est et du Sud-Est (3,9%). La production laitiére des petits ruminants, y compris les
moutons et les chévres, a augmenté au fil des ans et est maintenant a la recherche de

nouveaux marchés de consommation (Selvaggi et al., 2014).

Le lait de vache est le lait le plus produit dans le monde. Sa production mondiale a été
multipliée par 2,2 entre 1961 et 2018, passant de 313,6 millions de tonnes & 683,2 millions de
tonnes. En deuxiéme position, nous trouvons le lait de bufflonne, dont la production mondiale
a été multipliée par 7,1 sur la méme période, passant de 17,9 millions de tonnes a 127,3
millions de tonnes. Cette progression s’explique par le développement de la production

laitiere en Inde ou le lait de bufflonne est trés développé.

Le lait de chevre et le lait de brebis ne représentent qu’une faible part de la production
laitiere mondiale mais sont néanmoins en progression. Leur production a été respectivement
multipliée par 2,7 et 2,1 entre 1961 et 2018 (Figure 1).

o . Lait de vache
@ it ce buffione

Lait de chévre

Figure 1 : Evolution de la production mondiale des principaux laits depuis 1961 jusqu’a

2017 (en millions de tonnes).
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La qualité du lait de brebis est d’une importance capitale pour contrdler la qualité des
produits laitiers (fromage, beurre et ghee) qui en sont issus. Dans le monde, la plupart du lait

de brebis est transformée en fromage et en yaourt.

Dans les pays asiatiques et africains, le lait de brebis est transformé en beurre et en
ghee. Le lait de brebis frais est rarement consommeé en raison de sa teneur élevée en matieres
grasses et en matiéres solides totales. La production totale de fromage de brebis dans le
monde est de 680,30 millions de kg et celle de beurre et de ghee de 63,25 millions de kg
(FAO, 2016).

2. Situation de I’élevage ovin en Algérie

En Algérie, La filiere élevage observe un rythme singulier de croissance depuis
quelques années. En 2014, le cheptel national, tous types de ruminants confondus, dépasse le
cap des 34 millions tétes, selon les statistiques du ministére de I’Agriculture et du

développement rural.

Selon les statistiques du ministére de 1’agriculture et du développement rural, 1es gros
élevages pratiqués en Algérie concernent cing principales especes a savoir : les bovins, les
ovins, les caprins, les camelins et les équins. Les effectifs totaux, toutes especes confondues
durant la décennie 2000 - 2009, étaient de I’ordre de 24,5 millions de tétes, cet effectif a
augmenté pour atteindre 33.6 millions de tétes au cours de la période 2010 - 2017 soit un taux

d’accroissement de 37%.

Durant la période 2010-2017, les effectifs ovins représentent 78% de 1’effectif total ;
soit26,4 millions de tétes, vient en deuxiéme position, les effectifs
caprins (14%) représentant 4.8 Millions de tétes, suivi par 1’espéce bovine, qui avec 1,9
millions de tétes (dont 52% vaches laitiéres) pése pour 6 % de ’effectif global. Les effectifs
camelins et équins représentent respectivement 1% et 0.5 % des effectifs totaux (MADR)
(Figure 2).
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Figure 2 : Effectif des cheptels en Algérie (MADR).

Par type de cheptel, il est fait état de 26,88 millions tétes d’ovins, 4,9 millions tétes de
caprins, 1,9 million tétes bovines ainsi que plus de 344 000 tétes camelines. L’¢élevage ovin
représente ainsi prés de 80% de 1’effectif total du cheptel national. Aux termes de ce nouveau
recensement, 1’on relévera une extension exceptionnelle de ce dernier, en I’occurrence le
cheptel ovin, qui passe ainsi de 21 millions a plus de 26 millions tétes entre 2010 et 2014, soit

une croissance qui avoisinerait 25%.

Avec 26 millions de tétes dont est composé le cheptel ovin, I’ Algérie est classée au
cinquiéme rang mondial en matiére de production de la viande ovine, derriére la Chine 24%,
I’ Australie 8%, la Nouvelle Zélande 5% et le Soudan 4%. Des pays comme le Royaume Uni,
I’Inde et la Turquie se positionnent a la méme place que 1’ Algérie avec un taux de 3% chacun

de la production mondiale de viande ovine, selon le bilan de France AgriMer.
3. Variétes de races ovines en Algeérie

Avec un cheptel avoisinant les 26 millions de tétes, I'élevage ovin occupe une place
importante en Algérie. Outre sa contribution de plus de 50 % dans la production nationale de
viandes rouges et de 10 a 15% dans le produit intérieur brut agricole, I’élevage ovin joue un
réle socioculturel important. Il se pratique dans les différentes zones climatiques d’Algérie,

depuis la c6te méditerranéenne jusqu'aux oasis du Sahara.
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Cette diversité pédoclimatique offre a 1’Algérie une extraordinaire diversité de races
ovines, avec huit races caractérisées par une rusticité remarquable, adaptée a leurs milieux

respectifs (Figure 3) (Benyoucef et al., 2000).

= Larace Ouled-Djellal (1) appelée la race Blanche, est considérée comme étant la plus
importante race ovine algérienne. Avec plus de 63% de 1’effectif national, son aire de

distribution s’étale sur tout le nord algérien.

= La deuxiéme race en importance, avec 25% de I’effectif ovin national est la race
Berbére (2). Elle est considérée comme la plus ancienne race algérienne et est élevée

traditionnellement dans les massifs montagneux du Nord algérien.

= La Rembi (3), avec 11% du cheptel national, est considérée comme la plus lourde race
ovine algérienne avec des poids avoisinant les 90 kg chez le bélier et 60 kg chez la
brebis, elle est localisée exclusivement dans les régions de 1’Ouarsenis et des Monts de

Tiaret.

= Les races Barbarine (4), D’man (5), Hamra (6), Sidahou (7) et Tazegzawth (8)
représentent moins de 1% du cheptel national et sont menacées de disparition et leur

aire de distribution ne cesse de se rétrécir (Chellig, 1992).

AIRES DE REPARTITION DES RACES ET LOCALISATION DES TYPES D'OVINS EN ALGERIE
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Figure 3 : Aires de répartition des races et localisation des types d’ovins en Algérie.




Chapitre I : Situation du cheptel ovin dans le monde et en Algeérie

4. Systémes d’élevage ovins
4.1.Elevage extensif

Ce mode d’¢levage est pratiqué dans les zones d’herbage, ou les ovins sont souvent
associés aux bovins. Les batiments sont trés réduits (simples abris réservés aux périodes les
plus froides et les plus humides). Les difficultés rencontrées dans ce type d’élevage sont de
divers ordres (production d’herbe en été, parasitisme). L’amélioration des résultats technico-
économiques repose sur une augmentation du chargement, c’est-a-dire du nombre de brebis
entretenues par hectare, et sur une meilleure maitrise de I’¢levage des agneaux (Craplet et
Thibier, 1980).

4.2.Elevage intensif

Ce systéeme est répandu dans les régions avec culture importante qui impose par
contre, un surcroit de travail de récolte, transport et distribution de fourrage, une alimentation
des agneaux étant réalisée en grande partie avec des aliments secs (concentré, foin et paille) et

de produits vétérinaires assurant un suivi sanitaire rigoureux (Benyoucef et al., 2000).

En Algérie, ce systéme d’élevage est rencontré particuliérement dans la région Nord et
dans les plaines céréalieres ou les animaux utilisent aussi les paturages. L’un des principaux
objectifs de ce systéme est la production de jeunes animaux destinés au marché local et aux

différentes manifestations religieuses (Aid-Adha, mois de Ramadan et fétes de mariage).
4.3. Elevage semi-intensif

C’est le systeme d’élevage le plus répandu. En hiver, les troupeaux sont rentrés
et nourris avec des fourrages conservés. Ce systéme d’élevage permet également des
agnelages tout au long de I’année. Par ailleurs, les éleveurs qui disposent de parcours plus ou
moins prés de I’exploitation 1’utilisent et font paturer ces surfaces le plus souvent par des

brebis non fécondées ou en période de lutte (Craplet et Thibier, 1980).

L’¢levage ovin représente la spéculation agricole la plus importante en Algérie. Il
contribue a 52 % de la production animale et représente 35% de la production agricole totale
(Benaissa, 2001). La viande, la laine, le lait et les peaux sont les productions offertes par cette
espece, qui se basent en réalité sur 3 races principales : Ouled-Djellal, Rembi et Hamra. Ces

productions sont destinées a alimenter le marché national, ou a l'autoconsommation familiale
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(Khelifi, 1999). Cet élevage représente ainsi une source de revenus pour de nombreuses

familles a I’échelle de plus de la moitié¢ du pays (Mohammedi, 2006).

En 2012, I’estimation de la production laitiére ovine en Algérie était de 336 000
tonnes de lait (FAOSTAT, 2014) avec une moyenne de 400 g par brebis par jour pendant 4 a
5 mois de lactation. Elle est destinée exclusivement a l'allaitement des agneaux en zone
steppique. La consommation humaine de lait de brebis dépend essentiellement de 1’année

(pluviométrie) et par conséquent de 1’état des paturages naturels.
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1. Composition du lait de différentes espéces animales

Les compositions de lait de chevre, de brebis, de chamelle, de buffle et de vache sont
différentes. Elles varient selon le régime alimentaire, la race, les individus, la parité, la saison,
I'alimentation, les conditions environnementales, la localité, le stade de lactation et I'état de
santé du pis (Park, 2006).

Le lait est une sécrétion de la glande mammaire, dont les caractéristiques physiques et
la composition varient selon les espéces. Il s'agit d'une émulsion complexe contenant des
graisses, des protéines, du lactose, des minéraux, des enzymes, des hormones, des
immunoglobulines et des vitamines. Les protéines sont principalement classées en protéines

insolubles (caséines) et en protéines solubles (protéines de lactosérum) présentes dans le

lactosérum (Selvaggi et al., 2014a).

Haenlein et Wendorff. (2006) ont rapporté que le lait de brebis est assez différent du
lait de vache, car il est principalement produit par I'élevage saisonnier de brebis alors que les
vaches se reproduisent toute l'année. Par conséquent, la saison de l'année est un facteur
important qui détermine la composition du lait de brebis. Le tableau montre la composition de

lait de vache, de brebis, et de chévre.

Tableau 3 : Composition du lait de différentes especes animales adapté par Selvaggi et al.
(2014b) et Manca et al. (2016).

Parametre Lait de vache Lait de chevre Lait de brebis
Humidité (g/100 g) 87,9+0,5 87,6 +0,7 82,9+ 1,4
Matiéres grasses (g/100 g) 3,3+0,2 38+01 59+0,3
Minéraux (g/100 g) 0,7+0,0 0,8+0,1 09+0,1
Lactose (g/100 g) 47+04 41+04 48+04
Protéine (g/100 g) 3,4+0,1 3,7+0,1 55+1,1
Caséine (g/100 g) 3,0+0,1 24+0,1 4,7+05
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La composition chimique du lait de brebis frais varie dans le temps et selon les
animaux en fonction de plusieurs facteurs, tels que le stade de lactation, la parité, la saison, la
température environnementale, I'efficacité de la lactation, I'dge et la nutrition des animaux, les
facteurs génétiques (espéce et race) et les maladies de la mamelle (Tamime et al., 2011 ;
Claeys et al., 2014). Les variations saisonniéres affectent fortement la composition des acides
gras enraison des changements dans la composition de fourrage des animaux nourris

(Zlatanos et al., 2002 ; Revilla et al., 2017).

2. Caractéristiques physico-chimiques du lait de brebis

2.1. Parameétres physiques

Il existe des différences distinctes dans les caractéristiques physiques du lait de chévre,
de brebis et de vache. Le lait de brebis se distingue du lait de vache et de chévre par une
diversité dans les caracteristiques, les uns directement observables, les autres liés a ses

particularités physiques et chimiques.

Parmi les caractéristiques physiques du lait de brebis, nous ferons état des suivantes :

la densité, la viscosité, ’acidité, le point cryoscopique et le pH dans le tableau 4.

Tableau 4 : Propriétés physiques de differentes especes laitieres (Park, 2007).

Propriétés Lait de brebis Lait de chévre Lait de vache
Densité 1,034-1,038 1,027-1,035 1,023-1,039
Viscosité 2,86-3.93 1,8-1,9 2,0-22
Point de congélation (-°C) -0,570-0,575 -0,540-0,573 -0,530-0,570
Acidité (en % d’acide
) 0,18-0,25 0,14-0,23 0,15- 0,18
lactique
pH 6,51-6,82 6,50- 6,80 6,65 - 6,71
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2.1.1. Densité

La densité dépend généralement de la teneur en matiere séche et de celle de la matiére
grasse. La densité moyenne du lait de brebis, a la température de 20°C, se situe a 1,036. Les
écarts maxima pour des laits de brebis de grands mélanges ont été observés dans la zone de
Roquefort & 1,034 — 1,036. La densité varie avec la période de lactation : 1,035 — 1,038 au
début de la période lorsque le lait est le moins riche, 1,036 — 1,038 pendant la période
médiane et 1,034 — 1,035 en fin de périodes lorsque le lait est tres riche en matiére grasse
(Park, 2007).

2.1.2. Viscosité

La viscosité élevée du lait de brebis est due aux différences de teneur totale en solides,
qui ont un effet significatif sur la fermeté du lait caille (Jumah et al., 2001). Une viscosité
plus élevée peut également étre attribuable a une capacité accrue de fixation de I'eau dans les
protéines du lait. De plus, la teneur en graisse et en caséine posséde une importante influence
sur la viscosité du lait. La viscosité du lait de brebis reste plus élevée a celle de lait de vache
et de chévre (Tableau 4).

2.1.3. Point cryoscopique

Le point de congélation est mesuré pour déterminer la quantité d'eau ajoutée au lait
susceptible d'affecter sa qualité. Le point de congélation du lait de brebis est inférieur a celui
du lait de vache (Stancheva et al., 2009). Il s’agit d’une valeur assez constante. Dans la
région de Roquefort ; et pour la race lacune, elle a été notée, se situant entre -0,570°C et -
0,575°C.

2.1.4. Acidité Dornic

L’acidité Dornic d’un lait de brebis se situe entre 18 et 25°D (FAO, 2015). Elle est
supérieure a celle du lait de vache estimée a 15 — 17°D (Croguennec et al., 2008). Pour
I’ensemble des laits, elle varie en fonction de I’évolution de leur teneur en protéines du lait et

aussi selon la saison (Debry, 2001).
2.1.5. pH-métrie

Selon le plan hygiénique, Pirisi et al., (2007) considerent le pH du lait des petits
ruminants comme 1’'un des indicateurs de la qualité du produit. Le pH global du lait de brebis

varie d’une espece a 'autre de 6,51 & 6,85 (Yabrir et al., 2013). Sa valeur moyenne est de
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I’ordre de 6,65de peu du pH moyen du lait bovin et caprin qui sont de 6,65 a 6,71 ; 6,50 a
6,80 respectivement (Park et al., 2007). Les mesures de I’acidité titrable et de pH-métrie sont

des mesures statiques, qui donnent une information ponctuelle, a un instant donné.

2.2. Parameétres biochimiques du lait de brebis

Le lait de brebis difféere des autres laits les plus habituellement connus par sa richesse
globale en composants fromagers (lipides et protéines). La composition du lait de brebis
évolue assez fortement au cours de la période laitiére. Cette évolution est d’ailleurs influencée

par la race, I’alimentation, les conditions climatiques, la conduite de troupeau.

La valeur nutritionnelle du lait de brebis est supérieure a celle des laits de chevre et de
vache, avec des niveaux plus élevés de protéines, lipides, minéraux et vitamines essentielles a

la santé humaine (Kaminarides et al., 2007 ; Barlowska et al., 2011).

2.2.1. Protéines du lait de brebis

Le lait de brebis contient presque deux fois plus de protéines que les laits de chévre et
de vache. Ces formes moléculaires de protéines et sequences d'acides amines ont une qualité
nutritionnelle importante (Claeys et al.,2014). Le lait de brebis a des teneurs plus élevees en
sérine, alanine, histidine, valine et lysine, alors que les teneurs en cystine et glycine sont plus
faibles. La valeur nutritionnelle élevée du lait de brebis est également liée a la teneur en

proline, qui affecte la production d'hémoglobine (Molik et al., 2012).

La part protéique a un impact majeur sur la valeur nutritionnelle et technologique du
lait. Les protéines du lait sont constituées de groupes hétérogenes en termes de composition et
de propriétés et sont divisées en caseines - le groupe principal de protéines - et en fractions de
protéines de lactosérum dans une moindre mesure. Le lait de brebis est riche en caséines (4,2
a 5,2 g /100 g) et en protéines de lactosérum (1,02 a 1,3 g / 100 g) (Dario et al., 2008 ;
Selvaggi et al., 2014a).
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2.2.2. Lipides du lait de brebis

Le lait de brebis présente une composition lipidique avantageuse. La matiere grasse du
lait de brebis contient davantage d’acides gras a courte et a moyenne chaine, mais moins

d’acides gras a chaine longue que le lait de vache, ce qui le rend donc plus facile a digérer.

Le lait de brebis et le lait de chévre ont des concentrations élevées de globules gras,
qui sont plus petits que ceux du lait de vache ; les diamétres moyens de ces globules sont
respectivement d'environ 3,6 et 3,0 um contre 4,0 um (Gantner et al., 2015 ; Balthazar et
al., 2017). De plus, l'agglutinine est absente du lait de brebis et de chévre, offrant une
meilleure digestibilité par rapport au lait de vache (Park et al., 2007). La taille et la
dispersion des globules gras conférent une plus grande consistance a ces laits, favorisant la

congélation sans séparation de phase.

Ainsi qu’il a été déja indiqué, la matiere grasse est le constituant qui subit les plus
grandes amplitudes de variation. La matiére grasse des laits présente certaines constantes
physiques et chimiques qui permettent de la caractériser. La couleur de la matiere grasse du
lait de brebis est nettement blanche. Cette particularité tient a la quasi-absence de caroténe
dans le lait de brebis car tout le B-caroténe présent dans le lait est converti en rétinol, ce qui
donne la couleur blanche de ce lait. Les glycérides représentent, en moyenne, 98 % des lipides

totaux, c’est a peu pres la méme valeur que pour le lait de vache.

2.2.3. Lactose du lait brebis

Le lactose est le sucre spécifique du lait. Selon les valeurs rapportées par la
bibliographie, ce glucide est I'un des constituants les plus stables et ne subit que de faibles
variations, comparativement aux autres constituants majeurs. En effet, la valeur la plus faible
(3,49%) a été enregistrée par Maamouri et al. (2008) en Tunisie par contre, la plus élevée
(5,27%) est rapportée par Kremer et al. (1996) en Uruguay. L’amplitude de 1’écart entre le

maximum et le minimum est assez réduite (1,78%).

Les variations enregistrées a ce niveau sont liées a de multiples facteurs tels que les
conditions climatiques, 1’alimentation et la conduite du troupeau. Cependant, il existe des
différences importantes dans la teneur en lactose entre le lait d’animaux pris individuellement,
notons que la teneur en lactose du lait de brebis est soit inférieure ou égale a celle du lait de

vache.
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La teneur en lactose du lait de brebis est a peu prés la méme que celle du lait de
vache. Cela rend en fait le lactose du lait de brebis moins en proportion des solides totaux que
les solides totaux du lait de vache (22% a 27% contre 33% a 40%, respectivement) (Ramos et
Juarez, 2003).

2.2.4. Minéraux dans le lait de brebis

Le lait de brebis est une riche source de minéraux. Les niveaux de calcium, de
phosphore, de magnésium, de zinc, de manganeése et de cuivre sont plus élevés chez les brebis
que dans le lait de vache, alors que l'inverse semble étre le cas pour le potassium et le sodium
(Wijesinha-Bettoni et Burlingame, 2013). Le calcium et le phosphore sont plus abondants
dans le lait de brebis, éléments fondamentaux pour la croissance et le maintien des os, et

essentiels pour les nouveau-nés (Al-Wabel, 2008).

La biodisponibilité de ces minéraux fait du lait de brebis une source précieuse de ces
éléments. Le calcium présente une disponibilité importante pendant le processus de digestion
du lait (Gueguen et Pointillart, 2000); par conséquent, la biodisponibilité du calcium dans le

lait de brebis est fortement liée a des niveaux élevés de caséine (Gaucheron, 2005).
3. Caractéristiques sensorielles et technologiques du lait de brebis

Le lait de brebis a une saveur et un ardme doux et une texture crémeuse en raison de la
présence de petits globules gras dispersés dans le lait, ce qui le rend plus facile a digérer
(Park et al., 2007).Cette saveur se reflete dans les dérivés du lait de brebis, comme le beurre

et le fromage (Jooyandeh et Aberoumand, 2010).

La lipase joue un réle important dans la production de lait dans la glande
mammaire. La lipase naturelle du lait de brebis catalyse et hydrolyse les triglycérides,
entrainant la production d'acides gras, mais l'activité lipasique du lait de brebis est d'environ
un dixieme de celle du lait de vache. En outre, le lait de brebis a un taux élevé de triglycérides
contenant des acides gras a chaine moyenne par rapport aux acides gras a longue chaine
(Chavarri et al.,1998).

Les fromages de brebis traditionnels a base de présure d'agneau contiennent des
lipases, y compris de l'estérase gastrique et des enzymes prégastriques, responsables de la
libération d'acides gras a petite et moyenne chaine dans la matrice alimentaire (Jacob et al.,

2011). Ces composants sont importants dans le développement des profils de saveur de la
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plupart des variétés de fromages, soit directement avec des acides gras specifiques du lait ou
indirectement avec des acides gras métabolisés par affinage des souches en esters, alcools et

autres composes aromatiques (Raynal-Ljutovac et al., 2008).

Les protéines du lait de brebis sont principalement composées de caséine (résistante a
la chaleur) et de protéines de lactosérum (sensibles a la chaleur), qui sont responsables de la
texture et de la viscosité du yaourt et conférent des propriétés uniques au lait de brebis. Ces
caracteristiques permettent de convertir facilement le lait en fromage et en yaourt (Tamime et
al., 2011). Avec la teneur élevée en solides du lait de brebis, le yaourt de brebis posséde une
résistance élevée au gel et présente une synérese minimale par rapport aux yaourts de vache et
de chevre. En raison de l'acidité titrable et de la teneur en calcium plus élevées, le yaourt de
brebis peut avoir tendance a avoir un corps et une texture légerement granuleux (Wendorff,
2005).

4. Produits dérivés de lait de brebis

Le lait est un aliment nutritif précieux par conséquent ¢’est un produit trés périssable
qui a une durée de vie courte et qui doit étre manipulé avec soin ou transformé directement
aprés sa collecte. Il ne peut étre stocké que quelques jours. Il est un excellent milieu de
croissance pour les micro-organismes en particulier les bactéries pathogenes qui peuvent
altérer le produit et causer des maladies chez les consommateurs. La transformation du lait
permet de conserver ce produit pendant plusieurs jours, semaines ou mois et de réduire

I’incidence des maladies d'origine alimentaire (Albenzio et al., 2016).

La durée de vie utile du lait peut étre prolongée pendant plusieurs jours grace a des
techniques comme le refroidissement (qui est le facteur le plus susceptible d'influer sur la
qualité du lait cru). La pasteurisation est un traitement thermique qui prolonge la durée de vie
du lait et réduit le nombre de micro-organismes pathogénes a des niveaux qui ne représentent
pas un risque important pour la santé. Le lait peut encore étre traité davantage afin de le
convertir en produits laitiers a forte valeur, concentrés et facilement transportables avec une

durée de vie plus longue, tels que le beurre, le fromage et le ghee.

Le lait de brebis est principalement utilisé pour la production de fromages fins, de
yaourts et de fromages de lactosérum (Haenlein et Wendorff, 2006). Les niveaux élevés de
protéines, de matiéres grasses et de calcium par unité de caséine en font une excellente

matrice pour la production de fromage (Barlowska et al., 2011). Méme si la production de
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lait de brebis est en plein essor, du point de vue de I'élevage, le lait de brebis na pas un
rendement de production aussi élevé que le lait de vache et de chévre en raison de la

saisonnalité.

Ainsi, les fermes laitiéres de brebis de taille moyenne et petite congélent le lait cru afin
d'accumuler suffisamment de lait pour le transformer en produits laitiers (Milani et
Wendorff, 2011). Le lait de brebis congelé a — 27°C préserve la stabilité des protéines jusqu'a
12 mois de stockage. Cependant, pour maintenir la haute qualité du lait de brebis, il doit étre
rapidement congelé et conservé a des températures inférieures a — 20°C (Wendorff, 2001).

Le lait de brebis est destiné pour une grande part a la fabrication des fromages
typiques a longue conservation, de trés bonne qualité et a grande réputation (Casu et
Boyazooglu, 1990). Le tableau 5 illustre les pays les plus réputés dans la fabrication du
fromage a base de lait de brebis.

Tableau 5 : Pays d’origine de fabrication de fromages a base de lait de brebis

Pays Fromages
. Roquefort, Perail, Filetta, Brocciu, Osso-Iraty, briques de brebis, Fédou,
rance
Tricorne de Marans
tali Ricotta, Canestrato-Pugliese, Fiore-Sardo, Pecorino-Romano, Pecorino,
talie
Pecorino Sardo
. Féta
Grece
Angleterre Friesla, Olde-York
Portugal Caslelo-Branco, Queijo de Azietdo
Espagne Idiazabal, Manchego-Rancal, Zamorano
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Les bactéries lactiques sont généralement reconnues comme étant saines avec leur de
statut "GRAS" « Generally Recognized As Safe » (Bourdichon et al., 2012). Elles ont
toujours occupé une place importante parmi les auxiliaires de fermentation et de conservation
alimentaire, que ce soit en tant que microflore naturelle ou comme culture ajoutée sous des
conditions contrblées (O'Sulliva et al., 2002 ; Streit et al., 2007). Elles sont parmi les plus
importants groupes de micro-organismes utilisés dans la fermentation alimentaire sous forme

de ferments lactiques commerciaux (Hikmate et al., 2012).

1. Présentations des bactéries lactiques
Les aliments fermentés avec des bactéries lactiques présentent une part importante de
I’alimentation humaine. Ces bactéries jouent un rdle essentiel dans la conservation des
aliments ce qui a entrainé un intérét scientifique de leur étude au cours des quelques dernieres
décennies alors que le concept de bactéries lactiques a été mis au point au début des années
1900. La premiére culture pure de Bacteriumlactis, maintenant connue sous le nom
Lactococcus lactis, a été obtenue en 1873 par Lister (Fennema et al., 2004). La figure 4

montre les principaux genres de bactéries lactiques.
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Figure 4 : Arbre phylogénétique montrant les principaux genres de bactéries lactiques
(Holzapfel et al., 2001)
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Les bactéries lactiques sont des bacilles ou des coques a Gram positif, immobiles, non
sporulées, aéro-anaérobies facultatifs ou anaérobies stricts et a catalase négative (Sttanni et
Moschetti, 2010). Elles sont mésophiles mais elles sont capables de croitre dans un intervalle
de température allant de 5°C a 45°C. Le pH optimal de croissance varie de 5 a 9mais elles
tolerent les milieux acides (pH 3,2) et alcalin (pH 9,6) (DeGuchte et al., 2002). En général
ces bactéries ne possédent ni nitrate réductase, ni cytochrome oxydase, elles sont
protéolytiques, ne liquéfient pas la gélatine, et ne forment plus d’indole ni d’hydrogene
sulfureux, ces bactéries sont également incapables de fermenter le glycérol (Salminen et al.,
2004 ; Zhang et Cai, 2014).

L’énergie des bactéries lactiques est acquise par la phosphorylation du substrat au
cours de la fermentation des sucres. Cette transformation génere une a deux molécules d’ATP
en fonction de la voie métabolique homofermentaire ou hétérofermentaire (Raimbiault,
2005). Les bactéries homolactiques strictes produisent uniquement de 1’acide lactique en
suivant la voie D’Embden-Meyerhof (glycolyse), alors que les bactéries hétérolactiques
peuvent produire de I’acide acétique, de 1’éthanol et du dioxyde de carbone en plus de I’acide

lactique suivant la voie des pentoses phosphates (Prescott et al., 2003).

2. Origine et Habitat

Grace a leur souplesse d’adaptation physiologique, les bactéries lactiques peuvent
coloniser des milieux trés differents du point de vue physico-chimique et biologique (De
Roissard et Luquet, 1994). Dans différents écosystemes, les bactéries lactiques sont capables
d’exercer des effets bénéfiques ou, plus rarement, d’engendrer des altérations biologiques
(Ninane et al., 2009).

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 colonis¢ d’autres
environnements et se trouvent ainsi dans divers habitats, tant que ceux-ci réunissent les
conditions adéquates pour satisfaire leurs besoins nutritifs (Carr et al., 2002). Pour cela, le
lait, auquel les bactéries lactiques peuvent accéder a travers le corps de I’animal, les
excréments ou les végétaux, est devenu un habitat caractéristique des bactéries lactiques, et

ainsi elles se trouvent associées a divers produits laitiers fermentés.
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3. Taxonomie et classification des bactéries lactiques

Depuis la description du Bacterium lactis (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 espéces en une seule ou identifier une espéce comme un nouveau
genre (Pot, 2008).

La classification des bactéries lactiques peut se faire selon des critéres phylogénétiques
par  lutilisation des méthodes moléculaires. Cependant, la  caractérisation
phénotypique/biochimique classique demeure pratique dans I’identification préliminaire des
microorganismes. Certaines caractéristiques phénotypiques sont utilisées pour identifier les
especes a I’intérieur des genres comme la capacité a : fermenter les hydrates de carbone,
produire des polysaccharides extracellulaires, exiger des facteurs de croissance, produire de
I’acétoine et synthétiser certaines enzymes (Ho et al., 2007).La composition en G+C de
I’ADN et la composition en acides gras sont également d’autres critéres qui peuvent étre

étudies pour I’identification des especes lactiques (Figure 5).
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Figure 5 : Schéma de différenciation des principaux genres de bactéries lactiques (d’apres
Carr et al., 2002)
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La morphologie est considérée comme la caractéristique clé pour décrire et classifier
les genres des bactéries lactiques. De ce fait, les bactéries lactiques peuvent étre divisees
arbitrairement en bacilles (Lactobacillus) et coques (tous les autres genres). Le genre
Weissella, récemment décrit, est le seul genre qui comporte a la fois des bacilles et des coques
(Ho et al., 2007).

3.1. Genre Lactobacillus

Lactobacillus est le genre principal de la famille des Lactobacillaceae, il contient de
nombreuses espéces qui sont des agents 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 groupes en chaines (Figure 6). Elles sont immobiles, non
sporulés, catalase négative, se développant généralement a un optimum de température situe
entre 30°C et 40°C. Les lactobacilles ont des exigences nutritionnelles tres complexes en
acides aminés, en vitamines, en acides gras, en nucléotides, en glucides et en minéraux
(Leclerc et al., 1994).

Figure 6 : Aspect d’un lactobacille en microscopie optique (X 1000)

Le genre Lactobacillus regroupe de nombreuses especes dont I’hétérogénéité est
illustrée par la variation du % G+C : 32 a 53%. La classification a été subdivisée par Orla-

Jensen (1919) en trois groupes selon leur type fermentaire :
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= Groupe | « Thermobacterium» : Comprend les lactobacilles homofermentaires
obligatoires qui se développent a 45°C mais pas a 15°C. Ce groupe est constitué
d’environs 25 espéces dont les especes les plus fréquentes dans 1’alimentation (lait

et produits laitiers) sont Lb. helveticus, Lb. delbrueckii et Lb. acidophilus.

= Groupe Il « Streptobacterium » : Regroupe les lactobacilles homofermentaires
meésophiles et peuvent étre occasionnellement hétérofermentaires en fonction du
substrat. Il est constitué d’une vingtaine d’espéces dont Lb. casei, Lb. curvatus, Lb.

sake et Lb. plantarum (Carr et al., 2012).

= Groupe Il « Betabacterium » : Ce sont des lactobacilles hétérofermentaires
obligatoire utilisant la voie des pentoses phosphates pour la fermentation des
hexoses et des pentoses. 1l comporte les especes Lb. fermentum, Lb. brevis, Lb.

sanfransisco et Lb. kefir (Carr et al., 2012).

3.2. Genre Enterococcus

Ce genre regroupe des coques a Gram-positif ayant un faible contenu en G+C (<
50%), exempts de I’enzyme catalase, les cellules sont disposées en paires ou en chaines
courtes (Figure 7). Elles sont anaérobies facultatifs, chimio-organotrophes, ont un
métabolisme exclusivement fermentaire. Pendant la croissance, les entérocoques produisent
I’acide lactigue comme métabolite final et de trés petites quantités d’acide acétique, d’acide
formique et d’éthanol, mais sans production de gaz. Les entérocoques jusqu’a une date

récente, étaient classés dans le genre Streptococcus (Klein, 2003).
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Figure 7 : Aspect d’un entérocoque en microscopie optique (X 1000)
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Bien que la classification des entérocoques, en suivant les schémas de la taxonomie
classique, serait vague, puisqu’elle ne présente pas de caractéristiques phénotypiques
évidentes permettant de les distinguer d’autres coques Gram-positives exempts de catalase
(Devriese et al., 1993). La majorité des entérocoques sont cependant facilement
différenciables par leurs capacités de croitre entre 10°C et a 45°C, en présence de 6,5% de
NaCl, a pH 9,6 et en présence de 40% de bile, 0,04% d’azide de sodium ou dans du lait avec
0,1% de bleu de méthyléne, en plus de la survie au chauffage a 60°C pendant 30 minutes
(Hardie et Whiley, 1997).

Généralement les entérocoques sont différenciés par la fermentation de I’arabinose et
le sorbitol (Tamime, 2002 ; Ho et al.,, 2007). Diverses souches d’entérocoques sont
employées comme probiotiques et beaucoup d’autres encore sont impliquées dans des

fermentations naturelles, dans les produits laitiers, en particulier des fromages.

3.3. Genres Leuconostoc et Oenococcus

Les genres Leuconostoc et Oenococcus ressemblent le plus étroitement au genre
Lactobacillus. Ils sont Gram positifs, a catalase négative et anaérobie facultatifs et de forme
ovoide (Holzapfel, 2003). Les cellules de Leuconostoc sont des coques en paires ou en
chaines comme les entérocoques mais elles sont heterofermentaires produisant de 1’acide

lactique, de I’éthanol et du CO; (Figure 8).
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Figure 8 : Aspect d’un Leuconostoc en microscopie optique (X 1000)
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Les Leuconostoc sont mésophiles (optimum : 20°C-30°C) et sont caractérisés par la
production, a partir du citrate du lait, de diacétyle et parfois aussi (cas de Ln. mesenteroides
ssp. cremoris) d’acetate. Une autre caractéristique de certaines espéces de ce genre est
I’hydrolyse de I’esculine et la production de dextranes et de levanes extracellulaires en
présence de saccharose (Dror et al., 2018).

Les Leuconostoc sont egalement anaérobies facultatifs et exigeants du point de vue
nutritionnel et leur croissance est toujours lente et leur développement entraine souvent
I’apparition d’une viscosité dans le milieu grace a la production des exopolysaccharides
(Guiraud, 2003). Principalement les espéces Ln. mesenteroides ssp. cremoris et Ln. lactis
sont utilisées en association avec les lactocoques dans I’industrie laitiere pour produire en plus
de I’acide lactique et du CO2, des substances aromatiques telles que le diacétyle et I’acétoine a

partir des citrates du lait (Ogier et al., 2008).

3.4. Genre Lactococcus
La premiere espéce de lactococcus décrite fut Bacterium lactis. Elle fut ensuite
renommeée lactococcus lactis par Schleifer et al. (1985). Le genre lactococcus comprend 7
especes et 4 sous especes (Euzeby, 2011). Les lactocoques se présentent sous forme de

coqgues en paires ou en chaines de longueur variable (Figure 9).
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Figure 9 : Aspect d’un lactocoque en microscopie optique (X 1000)

Ce sont des bactéries anaérobies facultatives homofermentaires ne produisant que de
’acide lactique (Martin, 2006). Leur température optimale de croissance est proche de 30°C,

capables de se développer a 10°C mais pas a 45°C.
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Quelques especes produisent des exopolysaccharides et des bactériocines. Elles sont
capables de se développer a 3% de bleu de méthyléne et d’hydrolyser I’arginine (Tamime,
2002). Elles se developpent genéralement a 4% de NaCl et & un pH proche de la neutralité,
leur croissance s’arrétant lorsque le pH du milieu atteint 4,5. Ce genre est un habitant typique

des plantes, des animaux et de leurs produits (Zhang et Cai, 2014).

3.5. Genre Streptococcus
Les especes de Streptococcus ont été parmi les premieres bactéries a étre reconnues
par les microbiologistes en raison de leur implication dans un grand nombre de maladies
humaines et animales. Les cellules de ce genre sont immobiles, sphériques ou ovoides, ont un

diametre inférieur a 2 pm avec une disposition en paires ou en chaines longues (Figure 10).

Figure 10 : Aspect d’un Streptococcus en microscopie optique (X 1000)

La fermentation des carbohydrates produit principalement de I’acide lactique mais il
n’y a pas de production de gaz. Leur température optimale de croissance est 37°C. Elles sont
incapables de se développer a 15°C et a pH 9,6. Beaucoup d’espéces sont commensales ou

parasites de ’homme et des animaux et certaines sont hautement pathogénes.

La seule espéce de streptocoques qui soit utilisée en technologie alimentaire est
Streptococcus thermophilus qui a été inclue dans le groupe des « autres streptocoques », mais
ensuite transféré au groupe des streptocoques oraux a cause de leur degré d’homologie avec
I’ADN de Streptococcus salivarius (Stiles et Holzapfel, 1997).
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3.6. Genre Pediococcus
Les Pediocoques sont des coques homofermentaires dont la particularité est le
regroupement en tétrade (Figure 11). Elles sont mésophiles, le plus souvent incapable
d’utiliser le lactose, et leur développement nécessite la présence de divers facteurs de

croissance.

Figure 11 : Aspect d’un Pediococcus en microscopie optique (X 1000)

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

3.7. Genre Bifidobacterium
Traditionnellement, le genre Befidobacterium a été associé aux bactéries lactiques. Par
la suite, il a été séparé en raison du contenu G+C supérieur a 50% et affecté au phylum des
Actinobacteria (Leahy et al., 2005). Le genre Bifidobacterium est considéré comme faisant
partie du groupe des bactéries lactiques grace a la similarité de ses propriétés physiologiques
et biochimiques et a sa présence dans le méme habitat écologique, tel que le tube gastro-
intestinal (Klein et al., 1998).
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Elles ont généralement un pH optimal de croissance autour de 6,5 a 7 et une
température de croissance comprise entre 37°C et 41°C. Elles ont la forme irréguliére d’un V
ou une morphologie bifide en forme de Y (Figure 12).

Elles sont hétérofermentaires et dégradent les hexoses en produisant de I’acide lactique

et I’acide acétique (Leahy et al., 2005).
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Figure 12 : Aspect d’un Bifidobacterium en microscopie optique (X 1000)

4. Meétabolisme des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont largement distribuées dans la nature et peuvent étre isolées
de plusieurs produits alimentaires d’origine animale et végétale, ainsi que du tractus gastro-
intestinal humain.

La prédominance de ce groupe de bactéries par rapport aux autres est liée a leur
métabolisme unique dans les processus de fermentation. Ce métabolisme implique la synthése
d’acides organiques (acides lactique, acétique et propionique) et la réduction du pH, la
production de composés antimicrobiens (tels que les bactériocines, le peroxyde d’hydrogene,
le diacétyle et le COy), conduisant & I’inhibition des micro-organismes indésirables dans les

aliments, agissant en tant qu’agents bioconservateurs.




Chapitre 111 : Classification des bactéries lactiques

4.1. Principales voies fermentaires des bactéries lactiques
La fermentation des sucres par les bactéries lactiques aboutie principalement a la
production d’ATP et d’acide lactique. En technologie laitiére la principale fonction des
bactéries lactiques est de transformer le lactose du lait en acide lactique qui intervient a
différents stades des fabrications laitieres (participe a la coagulation du lait, provoques la
déminéralisation et I’égouttage du caill¢ et agit sur le gout et sur la conservation des produits

laitiers fermentés) (Luquet, 1986).

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

essentiellement en trois étapes (Luquet, 1986) :
= Le transport du sucre a travers la membrane cellulaire ;
= Le catabolisme du sucre selon une des voies de fermentation.
= Formation et expulsion extracellulaire des métabolites terminaux.

Selon les genres ou espéces, les bactéries lactiques utilisent principalement 1’une des
deux voies majeures du métabolisme des sucres. Il s’agit des voies homofermentaires et

hétérofermentaires (Voir figure 13).
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Figure 13 : Voies homofermentaire, hétérofermentaire et bifide de la dégradation du glucose

4.1.1. Voie homofermentaire ou EMP

Cette voie utilise la glycolyse(ou voie d’Embden-Meyerhof-Parnas) dans sa totalité, du
glucose au pyruvate puis lactate. En condition optimale de croissance, cette voie produit deux
molécules de lactate et deux molécules d’ATP par molécule de glucose consommee
(Thompson et Gentry-Weeks., 1994). Pour étre qualifié¢e d’homolactique, cette voie doit
convertir au moins 90% du glucose consommeé en lactate. La voie homofermentaire est
généralement associée aux bactéries des genres Streptococcus, Lactococcus, Pediococcus et

Lactobacillus.
4.1.2. Voie hétérofermentraire ou voie des pentoses phosphate

Cette voie produit outre I’acide lactique, des quantités significatives de CO. et
d’éthanol ou d’acétate. La dégradation d’une molécule de glucose conduit a la formation
d’une molécule de lactate, une molécule d’éthanol (CH3sCH20OH), d’un CO2 et d’'un ATP.

Une enzyme spécifiqgue de cette voie (la D-xylulose-5-phosphate phosphocétolase)

catalyse la dissociation du xylulose-5-phosphate en acétyl-P et glycéraldéhyde-3-phosphate.
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L acétyl-P est converti ensuite soit en éthanol soit en acétate selon les besoins en ATP ou
NAD+.Le glycéraldéhyde-3-phosphate rejoint la glycolyse pour étre converti en lactate
(Thompson et Gentry-Weeks, 1994). En général, les sucres & 5 atomes de carbones
(ou pentoses) ne peuvent étre métabolisées que par cette voie. Certaines bactéries

Leuconostoc et Lactobacillus empruntent cette voie.

Le métabolisme hétérofermentaire est deux fois moins énergétique que le métabolisme
homofermentaire puisqu’une mole de glucose conduit a la production d’une mole de lactate,

d’éthanol, de CO: et d’un seul ATP.

4.1.3. Voie bifide

Voie bifide (ou voie de la fructose-6-P phosphocétolase FPC) est la voie empruntée
par les bactéries du genre Bifidobacterium. Pour une molécule d’hexose consommée, cette

voie produit 1,5 molécule d’acétate et 2,5 molécules d’ATP.

4.2. Métabolisme de citrate

La principale activité biologique des bactéries lactiques est la conversion des sucres
présents dans le lait, les fruits et légumes par fermentation en acide lactique comme principal
produit final (Al-Naseri et al., 2013). Cependant, une petite proportion de bactéries lactiques
a la capacité de fermenter d’autres composés non glucidiques tels que le citrate La
concentration du citrate dans le lait est faible (environ 1,7 mg/ml) comparativement au lactose
environ (49 mg/ml) mais il constitue une substance clé dans 1’élaboration des produits laitiers
fermentés (Figure 14). C’est la formation de diacétyle qui est responsable de I’arome de
beurre et de ’ouverture des fromages affinés. Les produits du métabolisme du citrate agissent
aussi comme inhibiteurs de la croissance des contaminants du lait (Blaya et al., 2018 ;
Luquet, 1986).



https://fr.wikipedia.org/wiki/Pentose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bifidobacterium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hexose

Chapitre 111 : Classification des bactéries lactiques

Aceéetate Oxaloaceéetate

CO;

Pyruvate

/ %» Formiate

Lactate co, Acétyl CoA

Acéetate

Diaceétyle

l

[ 2,3 Butanediol |

Acétaldéhyde TPP

Acéetolactate

CO,

Figure 14 : Principales étapes du métabolisme du citrate par les bactéries lactiques
(Drider et Prevost, 2009)

L’utilisation du citrate par les bactéries lactiques a un effet positif sur la qualité du
produit laitier fini puisque le citrate peut étre dégradé par différentes voies métaboliques
donnant divers composés aromatiques, principalement le diacétyle, [I’acétoine et
I’acétaldéhyde, responsables de I’ardme spécifique de beurre, de creme, de yaourt et de
differents types de fromages (Voir figure 14). De plus, du CO; est produit pendant le
métabolisme de citrate conduisant a la formation de petits trous dans les fromages de type

néerlandais (Medina et al., 2001 ; Pretorius et al., 2019).

Parmi les espéces lactiques, Lactococcus lactis ssp.lactis biovar diacetylactis et
plusieurs especes de Leuconostoc sont les meilleures productrices d’ardémes (Farahani et al.,
2017). Cependant, d’autres bactéries lactiques peuvent produire divers composés qui

contribuent a la formation de la saveur de certains produits laitiers (Cuffia et al., 2017).
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L’utilisation des bactéries lactiques pour une application industrielle donnée est
déterminée par leurs propriétés fonctionnelles et technologiques : activité acidifiante,
propriétés enzymatiques (activité protéolytique et lipolytique), production de métabolites
d’intérét telle que le peroxyde d’hydrogéne, les acides organiques et les bactériocines
(Belyagoubi, 2014).

D’autres qualités ont depuis été associées aux bactéries lactiques lorsqu’elles sont
associées aux produits alimentaires comme [’augmentation des valeurs nutritionnels des
aliments, la réduction de la formation de produits toxiques et la propriété de probiotique. En
plus de la propriété de bioconservation, plusieurs propriétés ont été attribuées aux bactéries
productrices de bactériocines telles que la diminution des gaz dus a la fermentation ainsi qu’a

I’amélioration du go(t et de la qualité du produit fini (Makhloufi, 2011).

1. Interét de bactéries lactiques dans I’industrie agro-alimentaire

1.1. Pouvoir acidifiant

La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus recherchée chez les
bactéries lactiques utilisées dans les industries alimentaires. Elle se manifeste par la
production de I’acide lactique a partir de la fermentation des hydrates de carbone au cours de

la croissance bactérienne (Monnet et al., 2008).

Les activités acidifiantes et coagulantes des souches bactériennes varient largement,
avec des différences selon les genres. Les souches a acidification rapide sont cruciales au
début de la fabrication des fromages car une diminution rapide du pH permet la coagulation
du lait et la réduction du microbiote indésirable (Morandi et Brasca, 2012 ; Pisano et al.,
2014). Cela se réfere principalement aux lactocoques et aux streptocoques, qui ont la
capacité de convertir rapidement le lactose en L-lactate avec une diminution rapide de pH
(Deplano et al., 2019), contrairement aux lactobacilles, connus pour métaboliser lentement
le lactose (Carafa et al., 2015).
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Lactococcus lactis ssp. lactis, ssp. Cremoris et biovar. diacetylactis, sont les trois
bactéries les plus fréquemment citées pour leurs réles majeurs d’acidification (Lafarge et
al., 2004). En général, les bactéries lactiques non starter « NSLAB » sont caractérisées par
une activité d’acidification lente a modérée ; une activité d’acidification élevée n’est pas
favorable pour le NSLAB, car elle générerait des défauts sensoriels dans le fromage
(Scatassa et al., 2015).

1.2. Activité protéolytique

La protéolyse est I’un des événements biochimiques majeurs du développement de la
saveur qui se produit pendant la maturation de la plupart des fromages. Les enzymes
protéolytiques des bactéries lactiques jouent un r6le important dans la dégradation de la
caseine et des peptides, conduisant a la production d’acides amines libres. Le catabolisme des
acides aminés libres peut produire des composés aromatiques volatils, tels que des aldéhydes,
des alcools, des composes soufrés et des esters (Andig et al., 2014 ; Martinez- Cuesta et al.,
2001).

Dans les processus de la fermentation du lait, le systeme protéolytique de bactérie
lactique joue un role clé car il permet a ces bactéries de se développer dans le lait, assurant
ainsi une fermentation réussie. Les bactéries lactiques sont des microorganismes qui
présentent beaucoup de carences nécessitant donc une source exogene d’acides aminés ou de
peptides, fournis par la protéolyse de la caséine, la protéine la plus abondante dans le lait et la
principale source d’acides aminés (Savijoki et al., 2006).Toutes les espéces de cultures de
démarrage sont trés exigeantes sur le plan nutritionnel, nécessitant de nombreux acides
aminés et facteurs de croissance pour un développement adéquat(Mayra-Makinen et Bigret,
2004).

Bien que les bactéries lactiqgues ne soient pas considérées comme des bactéries
fortement protéolytiques, leur systeme protéolytique est essentiel pour la croissance optimale
dans du lait et contribue de maniere significative au développement de la saveur des produits

laitiers fermentés (Lopez-Kleine et Monnet, 2011). La protéolyse pourrait également
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contribuer & prévenir les allergies fréquentes chez les enfants de moins de 3 ans en raison

d’une mauvaise digestion des protéines du lait (Pescuma et al., 2009).

La protéolyse peut étre modifiée dans les produits laitiers afin d’accélérer I’affinage
des fromages et/ou d’en intensifier ou d’en modifier la flaveur, mais également d’orienter la
protéolyse dans des laits fermentés vers la production de peptides a activité biologique. Les
bactéries lactiques ont une activité protéolytique relativement faible (Sanz et al., 1999).
Cependant, certaines souches de Lb. casei, Lb. plantarum, Lb. curvatus et Lb.sakei ont
contribué de maniére significative a I’hydrolyse des protéines ainsi qu’a la décomposition
ultérieure des peptides en acides aminés libres. Dans ce contexte, la libération d’acides

aminés, attribuée aux précurseurs, est responsable de la saveur du produit fini.

La qualité du fromage est étroitement liée a I’activité protéolytique des bactéries
présentes dans le fromage. Au cours de la fermentation du lait, les enzymes protéolytiques
produites par différentes bactéries lactiques génerent des peptides biologiquement actifs et des
acides aminés, qui contribuent au développement de la saveur et de la texture du produit
laitier (Gobbetti et Minervini, 2014).

Les acides aminés aromatiques (tels que la phénylalanine, la tyrosine et le
tryptophane), les acides aminés a chaine ramifiée (tels que la leucine, I’isoleucine et la valine)
et la méthionine sont les principaux précurseurs des composés aromatiques du fromage
(Jakob et Piccinali, 2006). En geéneral, la conversion des acides aminés en composés
aromatiques se produit par deux voies différentes. La premiere est déclenchée par des
réactions d’élimination qui entrainent respectivement le phénol, I’indole et le méthanethiol
provenant de la tyrosine, du tryptophane et de la méthionine. Le second passe par des
intermédiaires o-cétoacides et est principalement initié par une réaction de transamination
catalysée par des aminotransférases d’acides aminés. Les a-cétoacides résultants sont ensuite
dégradés en aldéhydes, alcools, acides carboxyliques, hydroxyacides ou méthanethiol (Sofia
et al., 2005).

La capacité des bactéries lactiques et d’autres micro-organismes du fromage a

dégrader les acides aminés en composés aromatiques dépend fortement de la souche (Yvon et

—
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Rijnen, 2001). Cependant, il est a noter qu’une activité protéolytique élevée n’est pas
toujours la caractéristique la plus désirée pour une souche devant étre utilisé dans une culture
non-starter. En fait, une protéolyse excessive peut entrainer une production incontrolée de
peptides amers et d’autres composés indésirables ou méme une hydrolyse excessive de la

caséine, ce qui entrainerait un produit final trop mou (Bonomo et Salzano, 2013).

1.3. Activité lipolytique

Bien que les bactéries lactiques possédent généralement une faible activité lipolytique,
la concentration élevée de bactéries lactiques sur une période de maturation prolongée
entraine la génération de niveaux significatifs d’acides gras libres, qui sont des précurseurs de
composes aromatiques volatils ; par conséquent, une faible activité lipolytique est considéree
comme une caractéristique avantageuse importante pour la production de fromage (Nieto-
Arribas et al., 2010). Une lipolyse excessive peut générer un go(t amer et rance dans le
fromage (Monfredini et al., 2012).

Les bactéries lactiques sont considerées comme faiblement lipolytiques. Cependant
leur présence dans les fromages a des concentrations élevées pendant des périodes plus au
moins importantes, peut les amener a libérer des quantités non négligeables d’acides gras
libres (Karam et al., 2012).

L’hydrolyse des triglycérides est la transformation biochimique principale du gras
fromager pendant la maturation qui conduit a la formation des acides gras libres, mono et
diglycérides et probablement du glycérol (Siegumfeldt et al., 2000). Les lipases bactériennes
catalysent en partie la production des acides gras a longues chaines a partir des mono et
diglycérides, alors que les esters permettent la libération des acides gras volatils. Les acides
gras, dont la concentration augmente pendant I’affinage, seraient responsables en partie de la

flaveur typique des fromages a pates pressées cuites.
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1.4. Aptitude aromatisante

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

Dans les produits alimentaires fermentés, tels que le fromage, des saveurs
distinctes sont générées par la production microbienne de composés aromatiques.
Par exemple, le diacétyle est un composant essentiel de nombreux produits laitiers
et méme a de faibles concentrations, il fournit une saveur typique et un ardme
beurré de fromage (Ferrari et al.,, 2016). Le diacétyle dérivé du métabolisme du
citrate, posséde une activité inhibitrice contre les agents pathogenes d’origine
alimentaire et n’est pas présent dans toutes les bactéries lactiques (Thierry et al.,
2015).

En plus de son potentiel antimicrobien, le diacétyle (butane 2-3 dione) joue
également un role clé dans le developpement de saveurs aromatiques beurrées
distinctives dans les aliments, se trouve naturellement dans les fromages, le beurre
et les produits laitiers (Li et al., 2009 ; Jokovi¢ et al., 2014). Ce composé est
synthétisé par le métabolisme du citrate (par exemple, Lactobacillus,
Streptococcus, Lactococcus) en utilisant le glucose, le lactose et d’autres sources de

carbone comme substrats (Rincon-Delgadillo et al., 2012).

De plus, certaines especes de bactéries lactiques, connues sous le nom de
bactéries lactiques non starter, jouent également un rdle fondamental dans le
développement de Pardme et de la texture pendant le processus d’affinage des
fromages, contribuant a leur qualité et a leur identit¢ (Kamimura et al., 2019 ;
Cuffia et al., 2020).



https://fr.wikipedia.org/wiki/Carbone_%CE%B1
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Compte tenu du fait que I’ardme alimentaire est un attribut important de
I’acceptabilité alimentaire, de nombreuses industries et chercheurs ont recherché de
nouvelles sources de bactéries lactiques capables de produire ces composés volatils
et de les appliquer comme ingrédients de départ dans les produits laitiers (Rincon-
Delgadillo et al., 2012 ; Clark et Winter, 2015).

1.5. Pouvoir texturant

Un autre aspect pertinent des bactéries lactiques est leur capacité a produire des
exopolysaccharides (EPS) a partir de différentes sources de sucre, agissant comme
émulsifiants, épaississants ou stabilisants, caractéristiques essentielles d’un point de vue
industriel, en raison d’une amélioration de la texture et la rhéologie associée a ce phénotype
(Sanalibaba et Cakmak, 2016).

Les bactéries lactiques produisent des polymeres de sucre extracellulaires pendant la
croissance bactérienne qui peuvent ameliorer la texture et la viscosité du produit fini (Fguiri
et al., 2016). La capacité des bactéries lactiques a synthétiser des EPS joue un réle important

pour la consistance et la rhéologie des produits transformes.

Les Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus et Streptococcus thermophilus
produisant des EPS sont utilisés dans la fabrication des yaourts, ceci afin d’améliorer la
texture, éviter la synérese et augmenter la viscosité des produits finis. L’utilisation des EPS
produits par les souches Lactococcus lactis ssp. cremoris est trés prometteuse pour la
structure et la viscosité des produits laitiers fermentés (Leroy et De Vuyst, 2004 ; Ho et al,
2007).

La capacité a générer des EPS est considérée comme une caractéristique importante
des bactéries lactiques utilisées dans les produits laitiers, car les produits lisses et crémeux
sont plus attrayants pour les consommateurs ; ainsi, la production des EPS est une
caractéristique clé a prendre en compte pour la sélection du bactéries lactiques non starter
« NSLAB » (Franciosi et al., 2009). De plus, les EPS contribuent a la capacité de rétention

d’eau qui réduit le contenu calorifique du produit final (Ferrari et al., 2016).




Chapitre IV : Propriétés et intéréts technologiques des bactéries lactiques

Du point de vue de la santé, la production des EPS par les bactéries lactiques a fait
I’objet d’une attention accrue en raison de ses propriétés immunogénes (Domingos-Lopes et
al., 2017). Pour une production plus élevée des EPS, le milieu doit étre complété par des
quantités considérables d’une source de carbone (Ferrari et al., 2016). Les EPS produits par
les bactéries lactiques et d’autres bactéries sont utilisés comme des viscosifiants, des
stabilisants, des émulsifiants ou des gélifiants pour modifier les propriétés rhéologiques et les
textures des produits (Ruas-Madiedo et al., 2002 ; Ale-EC et al., 2016).

1.6. Pouvoir antimicrobien

Lors de I’élaboration des produits issus de fermentations lactiques, quelle que soit
I’application industrielle considerée, interviennent systématiqguement deux ou plusieurs
micro-organismes simultanément : il s’agit donc de cultures mixtes. Ces micro-organismes
sont soit des bacteries lactiques (cas, par exemple, de la plupart des laits fermentes), soit
d’autres bactéries, ou méme des levures et des moisissures (exemple : les fromages). Ces
cultures mixtes sont composees de la flore indigéne du produit qu’elles transforment, dans le
cas des fromages au lait cru, ou bien d’un mélange connu de souches bien déterminées

ajoutées au lait, pour les fromagers issus de lait traité thermiquement.

Il convient donc de considérer les produits fermentés par fermentation lactique
comme des écosystémes, plus au moins complexes et plus ou moins bien maitrisés, selon
I"application considérée. Au sein de ces écosystemes, la notion d’équilibre des populations
est prépondérante. Il est possible de moduler a la fois le nombre d’especes ou de souches de
micro-organismes mises en ceuvre, ainsi que le rapport entre les populations de ces souches,
pour obtenir, au final, des produits d’une grande diversité, notamment en ce qui concerne les
arbmes et la texture. Le choix des souches et des associations doit tenir compte des
propriétés de chaque souche mais aussi des capacités de chacune a interagir avec les autres,

ce qui nécessite une bonne connaissance des interactions métaboliques.
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La production des antimicrobiens par les bactéries lactiques, est connue depuis
longtemps. Les acides organiques, le peroxyde d’hydrogéne, les bactériocines et d’autres
molécules antimicrobiennes sont les principaux agents inhibiteurs produits par ces
microorganismes. Ces agents inhibiteurs sont différents par leur cible mais aussi par leur

nature et leur structure.
1.6.1. Acides organiques

Ils sont produits par catabolisme des sources de carbone. L’acide lactiques est le
seul acide issu de la glycolyse par la voie homofermentaire, alors que la voie
heterofermentaire génere en plus de I’acide lactique, de I’acide acétique, ces acides
traversent la membrane cytoplasmique et diminue le pH du milieu intracellulaire, ce qui
provoque I’inhibition des fonctions cellulaires. Plusieurs microorganismes d’altération des
aliments sont connus pour leurs sensibilités au changement de pH intracellulaire. De plus,
les bactéries lactiques semblent étre compétitives en conditions acides, causant I’inhibition

d’autres bactéries (Klaenhammer et al., 1994).

Cependant, si I’acidité du milieu dépasse les seuils acceptés par la souche, des
cas d’auto-inhibitions peuvent étre observés, en effet au cours de la fermentation d’une
bactérie lactique, I’administration de glucose continue provoque la production des acides
organiques, par conséquent, une diminution progressive du pH du milieu et si celui-ci n’est

pas contrélé, la bactérie peut s’auto-inhiber (Grattepanche, 2005).
1.6.2. Peroxyde d’hydrogene

Les bactéries lactigues ne possedent pas généralement de catalase.
L accumulation de peroxyde d’hydrogéne par I’action des oxydases, est une cause de
I’activité antimicrobienne, en particulier des lactobacilles. Le H.O; peut étre auto-inhibiteur
dans le cas, ou I’activité peroxydasique n’est pas importante. La production de H2O; par les
bactéries lactiques peut empécher la croissance d’agents pathogenes d’origine alimentaire
et peut également étre bénéfique pour la conservation des aliments. Il a été démontré que
les bactéries lactiques qui produisent du H202 inhibent la croissance des microorganismes
psychrotrophes et pathogénes aux températures de réfrigération. La plupart des especes de
lactobacilles sont capables de former du peroxyde d’hydrogéne en oxydant le lactate (Reis
et al., 2012).
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L effet bactéricide du peroxyde d’hydrogene a été attribué a son puissant effet
oxydant sur la cellule bactérienne ; les groupes sulfhydrile des protéines cellulaires et des
lipides membranaires peuvent étre oxydés, De plus, certaines réactions produisant du
peroxyde d’hydrogéne piégent I’oxygene, créant ainsi un environnement anaérobie
défavorable a certains organismes. Il a été suggéré que la production de peroxyde
d’hydrogene est particulierement importante pour la colonisation du tractus urogénital par
les lactobacilles (Ouwehand et Vesterlund, 2004).

1.6.3. Bactériocines

Différentes définitions de bactériocines ont été données au cours du temps. Cependant,
la definition qui reste la plus largement acceptée est celle de Klaenhammer, (1988) qui
définit les bactériocines comme des protéines, ou complexes de proteines, avec une activité
bactéricide contre des espéces proches de la souche productrice (Dortu et Thonart, 2009).
Les bacteriocines sont des peptides synthétises par le ribosome avec une activité
antimicrobienne produite par de nombreuses bactéries.

Les bacteriocines inhibent la croissance d’autres bactéries, parfois d’espéces similaires
ou étroitement apparentées. Il est bien connu que les bactéries lactiques produisent une variété
de bacteriocines (Zhao et al., 2016). Les bactériocines des bactéries lactiques sont les plus
abordées dans la recherche. Ces substances protéiques, sont des toxines a spectre d’action
moins large (Riley et Wertz, 2002). Ces molécules constituent la deuxiéme cause de I’effet

inhibiteur des bactéries lactiques, apres celle causée par les acides organiques.

1.6.4. Diacétyle
Le diacétyle a été identifie comme un arbme et une flaveur du beurre. Il est synthétisé
par différents genres de bactéries lactiques comme Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus
et Pediococcus. Le diacétyle CsHsO. a des propriétés antimicrobiennes qui sont dirigées
contre les levures, les bactéries Gram négatives et les bactéries Gram positives non lactiques,

ces derniéres y sont néanmoins moins sensibles (Ouwehand et Vesterlund, 2004).
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1.6.5. Reutérine

La reuterine est une substance antimicrobienne qui est produite comme métabolite
intermédiaire pendant la fermentation anaérobique du glycérol par certaines especes de
Lactobacillus (Nes et al., 2011). La fermentation du glycérol se déroule en deux étapes. Le
glycérol sera tout d’abord déshydraté par une glycérol-déshydratase pour former de la
reutérine qui sera ensuite réduite en 1,3-propanediol par une oxydoréductase. Cette deuxieme
étape est inhibée en I’absence de glucose. La reutérine s’accumule alors dans le
microorganisme producteur. A haute concentration, elle est excrétée dans le milieu. Sa
toxicité contre la cellule productrice limite sa production, certaines espéces comme

Lactobacillus reuteriy sont plus résistantes (\Vollenweider, 2004).

2. Intérét des bactéries lactiques dans le domaine de la santé : probiotiques

Les bactéries les plus fréquemment utilisees comme probiotiques sont des
Lactobacillus, des Bifidobacterium (Khan et Ansari, 2007) et Enterococcus (Cependant,
I'utilisation de ces derniers dépend de la legislation en vigueur dans le pays). Les lactobacilles
ont été incorporés dans des laits fermentes (Heller, 2001 ; Oliveira et al., 2001), des
fromages et des glaces (Nayra et al., 2002). Les bénéfices potentiels des probiotiques vont de
la suppression de ’activité de certains pathogénes a 1’amélioration de I’utilisation du lactose,
de la réduction du cholestérol sanguin et du niveau de substances carcinogenes, I’inactivation

de composeés toxiques ainsi que la stimulation du systeme immunitaire (Ninane et al., 2009).

Les probiotiques sont définis comme des micro-organismes vivants qui lorsqu’ils sont
ingérés en quantité appropriée ont un effet bénéfique sur la santé de I’h6te (FAO, 2001) ils
contiennent uniquement les microorganismes non pathogenes. De nombreux microorganismes
sont considérés comme probiotiques, parmi eux des bactéries lactiques telles que
Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium breve, Bifidobacteriuml ongum, Latobacillus.
acidophilus, Lactobacillus. bulgaricus, Lactobacillus. casei, et Streptococcus thermophilus
sont les premieres souches bactériennes qui ont été utilisées pour la fabrication de yaourt
(Makhloufi., 2012).
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Les bactéries lactiques forment actuellement un groupe d’organismes utilisés pour
I’enrichissement de certains yaourts et laits (Klaenhammer et al., 2007). Cette utilisation est
due aux effets nutritionnels et thérapeutiques de ces bactéries car elles enrichissent le milieu
ou elles se trouvent en vitamines (B et K), acides aminés, composés organiques (acide
lactique et acétique), enzymes (lactase) et bactériocines responsables de I’inhibition des

bactéries pathogenes (Soomro et al., 2002).

Différentes études ont démontré le réle préventif aussi bien que curatif des bactéries
lactiques sur plusieurs types de diarrhées (Mkrtchyanet al., 2010). D’autres ont cité leur
capacité a diminuer les allergies liées aux aliments grace a leur activité protéolytique (EI-
Ghaishet al., 2011). Cette derniére contribuera a la prévention des allergies observées chez
les enfants de moins de 3 ans en raison de la mauvaise digestibilité des protéines du lait
(Gobbetti et Minervini, 2014).

Gréce a leurs propriétés nutritionnelles et thérapeutiques utilisees par les industries
agroalimentaires et pharmaceutiques, les probiotiques sont parfois utilises comme
compléments dans des produits comme les yaourts ou bien dans des préparations

pharmaceutiques sous forme de geélules (traitement gastrique ou contre les diarrhées).
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Matériels et méthodes

Notre étude des laits de brebis collectés a éte réalisée en trois grands volets

» L’étude physico-chimique des laits de brebis collectes.

» Description microbiologique de la flore des laits collectés.

» Isolement, identification et caractérisation technologique des bactéries lactiques

isolées.
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Figure 15 :

Schéma récapitulatif des analyses réalisées
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1. Présentation des régions et la période de prélévements des échantillons

La présente étude a été menée sur le lait de brebis collecté dans trois différentes
régions de I’ouest algérien, ce choix a été basé sur les caractéristiques climatiques, botaniques

et géographiques de chaque région avec une diversité de races (Figure 16).

- Mascara (climat semi-aride)
- Mecheria a Nadma (climat semi-aride sec et froid)

- Tiouta Nadma (climat désertique sec et froid)

Mascara Naama Mecheria Tiout

Figure 16 : Zone des prélevements des échantillons de lait de brebis

1.1. Mascara

Mascara se situe au nord-ouest de 1’ Algérie 90 km au Sud-Est d’Oran. C’est une ville
de moyenne altitude (32° 24' 00" Nord, 0° 00' 00" Est, altitude 570 m), caractérisée par un
climat mediterranéen avec une tendance a la semi-aridité. La température moyenne a Mascara

est de 17,2°C et les précipitations moyennes sont de 393,2 mm.
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1.2. Mecheria

C’est une commune de la wilaya de Nadma en Algérie, située dans le nord-ouest
algérien (33° 33' 00" Nord, 0° 17' 00" Ouest, altitude 891 m), elle est considérée comme ’un
des carrefours qui relient le Sud algérien a 1’Oranie. Mecheria posséde un climat
méditerranéen chaud et sec selon la classification de Koppen-Geiger. Sur I’année, la

température moyenne est de 17.2 °C et les précipitations sont en moyenne de 269.3 mm.

1.3. Tiout

Tiout est une commune de la wilaya de Nadma en Algérie. Tiout se situe sur les Monts
de Ksours de I’ Atlas Saharien (32° 46' 16" Nord, 0° 25' 13" Ouest, altitude 1016 m) ce qui lui
confére un microclimat avec une température moyenne de 19.2°C. Les précipitations sont en

moyenne de 188.8 mm.

Les précipitations et les températures durant la période Avril 2015 - Mars 2016 sont

présentées dans 1’annexe 1.
2. Enquéte préliminaire

Une prospection a été réalisée sur les différentes régions d’élevage d’espéces ovines

(brebis) et a partir desquelles les prélevements de lait de brebis ont été effectués.

Un questionnaire (Annexe2) a été mis au point et soumis aux éleveurs des différentes

exploitations (fermes) dans le but d’avoir des informations sur :

- Taille moyenne des élevages.

- Race ou variétés ovines élevées.
- Agede larace.

- Durée de lactation.

- Périodicite de la traite.

- Mode d’élevage.

- Controle sanitaire et hygiénique des troupeaux.

3. Echantillonnage des laits crus

La collecte de lait cru de brebis a été réalisée selon les régles d’hygiénes et d’asepsie
recommandées en microbiologie. C’est-a-dire lavage, ringage des pis des brebis a 1’eau

javellisée suivie d’une élimination des premiers jets. La traite était manuelle et les laits crus
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ont été recueillis dans des flacons stériles étiquetés, immeédiatement conservés a 4°C en
utilisant une glaciere electrique (pour assurer la conservation du lait), pendant leur
acheminement au laboratoire pour les différentes analyses. Les échantillons (N=7) sont des
laits crus entiers de petit mélange de quatre brebis (Tableau 6).

Tableau 6 : Distribution des échantillons collectés

o Nombre Période de Nombre total
Regions .
d’échantillons prélévements des échantillons
Mascara 2 02.04.2015
Tiout (Nadma) 3 21.05.2015 7
Mecheria (Nadma) 2 02.01.2016

Les échantillons de laits ont été codés de maniére a préserver leur tragabilité voir figure 17

J

» Exploitation 1 (race Ouled Djelel) (BNF1)
Zone 1

Naama (Tiout) » Exploitation 2 ( race Ouled Djelel) (BNF2)

< Exploitation 3 (race Daghma) (BNF3)

b Exploitation 1 (race Hamra) (BME1)
Zone 2
Mecheria

«Exploitation 1 (race Hamra) (BME2)

J

» Exploitation 1 (race Ouled Djelel) (BMAL)
Zone 3
Mascara - :
i Exploitation 2  (race Ouled Djelel (BMAZ2)
B : Brebis N : Nadma ME : Mecheria MA : Mascara

Figure 17 : Codage des échantillons
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4. Analyses physico-chimiques des echantillons de lait de brebis

Des analyses ont éte effectuées, sur les différents échantillons des laits de brebis
collectés, afin de déterminer les principales propriétés physiques et chimiques ainsi que la

valeur nutritionnelle. L’ensemble des paramétres analysés sont présentés en figure 18.

Analyses physico-chimiques

L ]

P ; Teneur en
pH et Acidité - Pointde Teneur en ) Taux en
Dornic Densite congélation lactose pmte—'n-esese ten minéraux
\—I | | | 1 |

Figure 18 : Paramétres physico-chimiques étudiés
4.1. Mesure du pH

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

prise en compte.

4.2. Détermination de I’acidité titrable

Des méthodes de titrage plutét que des mesures de pH sont utilisées pour vérifier

I’équilibre acido-basique, qui est généralement appele acidité titrable du lait.

Pour quantifier le degré d'acidité d'un lait, on utilise un titrage acido-basique par la

soude Dornic. La procédure comprend les étapes suivantes. Un volume de 10 ml de lait est
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placé dans un bécher de 100 ml en présence de 0,1 ml de phénolphtaléine a 1% dans I’alcool a

95%, la soude Dornic (N/9) est rajoutée jusqu’au virage au rose.

La coloration rose doit persister au moins 10 secondes (Guiraud, 1998). La mesure de

I’acidité est répétée trois fois pour chaque échantillon de lait.

L’acidité du lait est exprimée en degré Dornic. Un degré Dornic équivaut a une teneur

de 0,1 g d’acide lactique par litre de lait.
4.3. Détermination des paramétres biochimiques des laits collectés

4.3.1. Description de I’appareil de mesure

Le Funke Gerber Lactostar (Ref : 3510) est un appareil d’analyse chimique du lait. Cet
appareil comprend un systeme de nettoyage et de ringage entiérement automatique et un
étalonnage du point zéro pour des tests rapides et précis. Les dispositifs peuvent stocker 20
données d’étalonnage différentes. De nombreuses installations dans les instituts et laboratoires
du monde entier attestent de la qualité, de la fiabilité et de la précision, exceptionnelles de cet

appareil d’analyse chimique.
4.3.2. Principe de mesure

Lactostar contient 3 pompes, la pompe de mesure, la pompe de ringage et la pompe de
nettoyage, qui sont raccordées au canister correspondant. L’appareil mesure la matiére grasse,
les protéines, le lactose, la matiere seche, les minéraux et calcul le point de congélation et la

densité du lait.

Un échantillon de lait de 20 ml a température ambiante est aspiré dans les cellules de
mesure au moyen d’une pompe. La teneur en matiére grasse ainsi que la matiere seche sont
déterminées en utilisant la Red Box (mesure thermique). Les protéines, le lactose et les
minéraux sont déterminés a 1’aide d’une deuxiéme cellule de mesure (Blue Box) qui utilise
quatre longueurs d’ondes différentes. La densité et le point de cryoscopie sont ensuite calculés

sur la base des valeurs mesureées (estimation par algorithme de calcul).
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5. Analyses microbiologiques des échantillons de lait prélevés

La flore totale contaminant le lait a été analysée comme présenté dans la figure

suivante.
Recherche et dénombrement des germes de
contaminations
[ |7
1
|
[ [ [ [
Coliformes totaux Staphylococcus Clostridium Sulfuto- Levures
et Fécaux aureus Reducteur (CSR) et Moisissures

Figure 19 : Flore de contamination recherchée dans les laits prélevés

Des examens bactériologiques ont été réalisés sur les échantillons des laits collectés
afin d’évaluer leurs qualité sanitaire et hygiénique. Les échantillons ont été ensemencés sur

des géloses sélectives pour le dénombrement des bactéries pathogenes.

Différentes dilutions avec une solution peptone sel ont été utilisés selon la nature de
I’échantillon ; elles varient entre 10 jusqu’a 107 et & partir de chaque dilution, nous avons
ensemencé trois boites de Pétri (AFNOR, 1996).

A la fin de I’incubation, les boites ont été retirées des incubateurs et les différentes

colonies ont été dénombrées selon 1’aspect macroscopique.

5.1. Flore de contamination

5.1.1. Dénombrement des coliformes totaux et fécaux

Les coliformes appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae. Ils sont des bacilles
a Gram négatif, oxydase négative, aéro-anaérobies facultatifs et incapables de sporuler
(Bariz, 2009). Leur présence dans le lait est un indice de contamination fécale. Cet indice est
mis a profit dans I'examen de la qualité sanitaire des produits car certaines especes peuvent

étre responsables d'infections gastro-intestinales.
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Les coliformes ont été recherchés et dénombrés sur milieu gélosé lactosé bilié au
cristal violet (VRBL), A partir des dilutions décimales allant de 10 & 103, 1 ml est
ensemencé en masse, incubés a 37°C pour la recherche des coliformes totaux et 44°C pour la
recherche des coliformes fécaux pendant 24 h a 48 h. Toutes les colonies rouges d’un
diametre de 0,5 mm minimum apparues sont considérées comme étant des coliformes
(Mouffok, 2006).

5.1.2. Dénombrement des Staphylococcus aureus

Les staphylocoques appartiennent a la famille des Micrococcaceae, ce sont des Cocci a
Gram positif, immobiles, non sporulées et aero-anaérobie facultatives (Bariz, 2009).

Les Staphylococcus aureus (SA) ont été recherchés sur gélose Chapman
(ensemencement en surface) incubées a 37°C pendant 24 a 48 h. Les Staphylococcus aureus
donnent des colonies jaunatres et provoquent le virage du milieu en jaune (Guiraud, 2003).

La confirmation a été effectuée par coloration de Gram (+) et recherche de catalase (+).

5.1.3. Recherche des Clostridium sulfito-réducteurs

Les Clostridium sulfito-réducteurs sont des bactéries anaérobies sulfito-réductrices
sous forme de bacilles, a Gram +, ne possedant pas de catalase et pouvant former des spores.

Pour leur dénombrement, un échantillon de 10 ml de lait est placé dans un tube stérile
préalablement chauffé 10 mn a 80°C afin de détruire les formes végétatives et de garder
uniquement les spores. Ensuite, a 1’aide d’une pipette stérile,1 ml de 1’échantillon traité a la
chaleur a été déposé en profondeur de la gélose viande-foie (VF) additionnée d’alun de fer et

de sulfite de sodium.

L’inoculum a été mélangé doucement au milieu de culture, sans faire de bulles pour ne
pas provoguer une oxygénation du milieu. Puis, les tubes ont été plongés dans 1’eau froide
afin que le mélange se solidifie. Aprés incubation & 37°C pendant 16 h, 24 h ou au plus tard

48 h, seules les colonies entourées d’un halo noir sont dénombreées (Mouffok, 2006).
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5.1.4. Recherche des levures et des moisissures

Les levures et les moisissures se développent a des pH acides et a des temperatures
avoisinant I’intervalle 20°C-25°C (Bariz, 2009).

Le dénombrement des levures et moisissures dans le lait et les produits laitiers est
réalisé sur gélose glucosée de I’extrait de levure a 1’oxytétracycline (OGA). Les boites
ensemencées en surface ont éte incubées a 25°C pendant 5 jours. Des lectures ont été réalisées
tous les jours, par un dénombrement des colonies. Dans ce milieu seules les levures et les
moisissures poussent.

Toute les analyses effectuées précédemment ont été réalisées en triple.

5.2. Dénombrement et isolement de la flore lactique

Des dilutions décimales ont été réalisées en triple a 1’aide d’une solution d’eau
physiologique a 9 % a raison de 9 ml par tube, aprés homogénéisation, on étale 0,1 ml de
chaque dilution sur les milieux de dénombrements (PCA lait, MRS et M17). Les boites sont
ensuite incubées a 30°C et 37°C et 42°C pendant 24 h a 48 h.

Les boites contenant 30 a 300 colonies ont été retenues. On a repiqueé au hasard
quelques colonies bien isolées dans un nouveau milieu de culture solide (MRS et M17) et
incubé a 30°C pendant 24 h (Voir figure 20).

9 ml d’eau
1ml physiologique
-1
m 10 m Iml 1ml

0,1ml 0,1ml

) —
— —

|

Figure 20 : Incubation a 30°C et 37°C pendant 24 ha 48 h
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Les colonies obtenues sont examinées macroscopiquement et les bactéries sont
caracterisées microscopiquement apres coloration de Gram. Les isolats qui montrent les
caracteres présomptifs des bactéries lactiques sont purifiés par la méthode des quadrants sur
milieu solide. Les colonies pures sont isolées pour la suite de 1’étude.

5.2.1. Etude morphologique
L’¢étude morphologique est basée sur 1’observation macroscopique et microscopique

a- Observation macroscopique : I’examen macroscopique permet de déterminer
I’aspect des colonies (la couleur, la forme, 1’aspect et la taille des colonies).
b- Observation microscopique : la coloration de Gram est utilisée pour classer les

bactéries selon leur Gram, leur morphologie et leur mode d’association.

5.2.2. Coloration de Gram

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

lactiques sont & Gram positif.

5.2.3. Test catalase
Pendant leur respiration aérobie certaines bactéries produisent du peroxyde
d’hydrogéne (H20>) celui-ci est trés toxique et certaines bactéries sont capables de le dégrader
grace aux enzymes qu’elles synthétisent et notamment la catalase. Cette enzyme est capable

de décomposer 1’eau oxygénée selon la réaction :

SHO Catalase ZHZO N oz

2 2

Ce test a pour but de différencier les bactéries lactiques (catalase -) des entérobactéries
(catalase +). Une colonie est mise en suspension avec une ou deux gouttes de solution de

peroxyde d’hydrogene (10 volumes) sur une lame. La réaction positive se traduit par un
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dégagement immédiat de gaz (O2) (Bourgeois et al., 1980). Les bactéries lactiques sont a

catalase négative.

5.2.4. Conservation des souches
= Conservation a courte durée : La conservation des souches a courte durée a
¢été effectuée a 4°C dans des tubes a essais en géloses inclinées a raison d’un

repiquage toutes les quatre semaines.

= Conservation longue durée: pour des périodes de conservation plus
prolongées, les souches sont gardées a -20°C dans un milieu liquide (bouillon

MRS) supplémenté avec 30% (vol / vol) de glycérol comme cryoprotecteur.

5.2.5. Identification des isolats lactiques
L’identification des isolats lactiques est réalisée par des méthodes pasteuriennes

(phénotypiques) et moléculaires (MALDI-TOF).

5.2.5.1. ldentification phénotypique des isolats
Les colonies isolées sur les milieux de dénombrement peuvent étre identifiées au

moyen de méthodes phénotypiques (tests physiologiques et biochimiques).

a- Croissance a différentes températures
Ce test est réalisé pour les cocci et les bacilles, il permet de distinguer les bactéries
lactiques mésophiles des bactéries lactiques thermophiles (Leveau et al., 1991). L’aptitude de
la culture est testée a 10°C, 37°C et 45°C.
Ces tempeératures permettent d’identifier les bactéries comme suit :
= 10°C pour les souches psychrotrophes.
= 37°C pour les lactobacilles et les Leuconostoc sur milieu MRS.
= 45°C les streptocoques et les entérocoques.
La croissance est appréciée par I’apparition d’un trouble aprés 24 h d’incubation a 37°C
et 45°C et ceux a 10°C apres 7 jours d’incubation (Bekhouche, 2006, Mechai, 2009).
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b- Test de thermorésistante

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

c- Recherche de la production de gaz (type fermentaire)

Ce test permet de classer les bactéries en hétérofementaires ou homofermentaires. Il
est effectué dans un milieu dépourvu de citrate pour éviter la formation de CO: liée a ce
métabolisme particulier mais en présence de glucose comme carbohydrate.

On ensemence abondamment un tube de 10 ml de bouillon MRS ou M17 dans lequel
on introduit une cloche de Durham, le CO, dégage par les bactéries hétérofermentaires
s’accumule dans la cloche aprés incubation a 30°C pendant 24 h a 48 h (Coppet et al., 2006).

d- Croissance dans des conditions hostiles
Ce test est réalisé pour caractériser les lactoccoques des entérocoques.
= Halophilie : Pour étudier I’halophilie des lactocoques, on cultive des souches pures
sur milieu hypertonique (bouillon MRS) en présence de concentrations variables de
NaCl (4 % et 6,5 %). Les souches sont incubées a 30°C pendant 48 h. On apprécie

la croissance par I’apparition d’un trouble.

= Croissance a pH 4,5 et 9,6 : Ce test est réalisé en inoculant un milieu liquide
(bouillon MRS), dont le pH est porté a 9,6 et 4,5 par des souches pures.

L’incubation est réalisée a 30°C pendant 24 h a 48 h et la croissance est appréciée

par I’apparition d’un trouble (Bekhouche, 2006, Bourgeois et al., 1996).

e- Croissance sur le lait de Sherman
Des isolats en forme cocci sont ensemencés dans deux séries de tubes contenants 10
ml de lait écrémé additionnée a 1 ml de bleu de methyléne a 1% pour la premiére série, eta 1
ml de bleu de méthyléne a 3% pour la deuxiéme série. Les tubes sont ensuite incubés a 30°C
pendant 24 a 48 h (Bekhouche, 2006).
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Le bleu de méthyléne tire sa couleur grace a I’oxygene, ce test porte toujours sur le
systéeme respiratoire des lactocoques, car vu que ce sont des micro-aérophiles, ils ne vont
utiliser qu’une faible partie de I’oxygéne présent dans le bleu de méthyléne (3%) et de ce fait
la couleur du lait (bleue) ne virera que légerement vers le blanc et ce contrairement aux

entérocoques (aérobies) qui utilisent tout 1’oxygeéne du bleu de méthyléne.

f- Hydrolyse de I’esculine
L’hydrolyse de I’esculine rompt la liaison glucosidique et libére du glucose et de
I’esculitine qui donne une coloration noire en présence de citrate de fer ammoniacal.

= Répartir le bouillon d’esculine en tubes a essai a raison de 10ml par tube.

= Aprés ensemencement, incuber a 30°C pendant 48 a 72 heures.

Un résultat positif se traduit par un noircissement du milieu. Pour les bactéries a esculine

négative le milieu reste inchangé mais il y’a croissance bactérienne.

g- Recherche de Citratase
Ce milieu ne contient qu’une seule source de carbone : le citrate. Seules les bactéries
possédant une citrate perméase sont capables de se développer sur ce milieu. La pente du
milieu est ensemencée selon une strie longitudinale au moyen d’une anse contenant une
colonie et incubé a 30°C + 1°C pendant 5 jours (Bekhouche, 2006, Mechai, 2009).
= Citrate positive : croissance avec alcanisation du milieu (virage de I’indicateur au
bleu).

= Citrate négative : pas de croissance (coloration verte, le milieu reste inchangé).

5.2.5.2. ldentification moléculaire des isolats
L’identification moléculaire a été réalisée au niveau du laboratoire de microbiologie du

Centre de Recherche Scientifique et Technique en Analyse Physico-chimique (CRAPC), Tipaza.

a- Description de I’appareillage
Le MALDI-TOF est un spectrométre de masse, couplant une source d’ionisation laser
assistee par une matrice (MALDI= Matrix-Assisted Laser Desoption/lonisation) et un analyseur
a temps de vol (Tof = Time-Of-Flight mass spectrometry) (Seng et al., 2009).
La principale fonction de la spectrométrie de masse MALDI TOF (Microflex, Bruker
Daltonics, Bremen, Germany) en microbiologie, est 1’identification des microorganismes par

I’analyse de leurs protéines totales, elle permet de réaliser une identification en quelques
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minutes et avec une haute précision, ces atouts majeurs sont la fiabilité des résultats, la
rapidité et le faible cofit de I’analyse (Seng et al., 2009).

Le protocole appliqué pour identifier les isolats lactiques est le suivant :

Sous un poste de protection microbiologique, pour chaque culture bactérienne de 24 h,
une seule colonie était déposée sous forme d’un fin frottis d’environ 5 mm? a la surface de la
plague métallique servant de cible aux tirs du laser. Apres séchage a I’air, 1 pl de matrice
cyano-hydroxycinnamique était ajouté. Une seconde étape de séchage a I’air permet sa co-

cristallisation avec 1’échantillon bactérien.

> Insertion de la cible et lancement du MALDI-TOF
= La cible est ensuite introduite dans le spectromeétre (Microflex, Bruker Daltonics,
Bremen, Germany) et exposee sous vide aux tirs du laser. Le temps de vol des espéces
ioniques et les spectres de masse ainsi obtenus étaient ensuite analysés grace au
logiciel Biotyper 2.0.
= Remplissage de la fiche du logiciel MALDI Biotyper Automation control.
= Lancement du spectrometre de Masse : Microflex.

Les étapes de I’identification par Maldi-TOF sont illustrées dans la figure21.

» Interprétation des résultats de I’analyse spectrométrique

Le MALDI TOF identifie les micro-organismes en utilisant le logiciel Biotyper 2.0. La
spectrométrie de masse permet de mesurer une unique empreinte moléculaire d’un organisme,

plus précisément, le logiciel Biotyper MALDI mesure les protéines trés abondantes qui se

trouvent dans tous les micro-organismes.

Les motifs caractéristiques de ces protéines trés abondantes sont utilisés pour identifier
d’une maniére fiable et précise un micro-organisme particulier, en faisant correspondre le

modeéle a une base de données étendue, ouverte, pour déterminer 1’identité du micro-organisme

jusqu’au niveau de I’espéce.

L’identification est correcte lorsque la valeur du score identifié par le MALDI TOF est >

1.9 (Seng et al., 2009). Les intervalles d’identification sont illustrés dans le tableau 7.
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Le MALDI-TOF Biotyper intégre une bibliothéque de référence comprenant des milliers
de souches individuelles. La mise a jour de la base de données est réalisée chaque année en se

référant au Centre National d’Information sur la Biotechnologie (NCBI).

Tableau 7 : Intervalle d’identification par MALDI-TOF

Intervalle Description Couleur Sylr:Sbo
2.300 - 3.000 Verte +++
2.000 - 2.299 Verte ++
1.700 - 1.999 Jaune +
0.000 - 1.699 Rouge -

Figure 21 : Etapes d’identification par spectrométrie de masse MALDI-TOF

(A : culture jeune ; B : plaque métallique ; C : insertion de la cible ; D : lecture du résultat)
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6. Caracteristiques technologiques des souches lactiques isolées
La caractérisation technologique des bactéries lactiques isolées est un préalable a leur
application dans différents domaines comme 1’industrie alimentaire dans la transformation des
aliments ou la santé humaine (comme probiotiques). Les activités technologiques étudiées dans

notre travail, sont résumees dans la figure ci-dessous.

)
Activités Technologiques
Recherchées par les Bactéries
Lactiques Isolées
| | I | |

\ ) ) \ )
Production Production l Qﬁ:vgg ot Pouvoir Activité
de diacétyle des EPS protiolytique Acidifiant Inhibitrice

Figure 22 : Activités technologiques étudiéees par les bactéries lactiques

6.1. Production de diacétyle

La recherche de I’acétoine est testée par la réaction de VVoges Proskauer (\VVP), basée
sur le principe que 1’acétoine se transforme en diacétyle sous I’action de la soude en présence
d’oxygene. Ce dernier se combine avec I’ a-naphtol en formant un complexe rouge détectable.
1 ml de la culture réalisée dans le milieu Clark et Lubs est placé dans un nouveau tube et on
lui ajoute 0,5 ml du réactif a 1’a-naphtol (a-naphtol a 6% dans 1’alcool a 95%) et 0,5 ml de
soude a 16%. Les tubes sont laissés ouverts. Aprés 10 minutes, la présence d’acétoine se
traduit par une coloration rose en surface mais pouvant diffuser dans tout le milieu (Ribeiro
etal., 2014).

6.2. Production des exopolysaccharides

La production d’EPS a été réalisée sur milieu MSE (Mayeux, Sandine et Elliker), sa
forte concentration en saccharose (10%) permet la détection de ces produits. Les souches
lactiques pré-cultivées sur gélose MRS ont été étalées dans des boites de Pétri contenant le
milieu MSE et incubées & 30°C pendant 24 h. La production d’EPS a été évaluée en fonction
de la présence de souches mucoides et est caractérisée par la formation de grandes colonies

visqueuses et collantes (Fguiri et al., 2016).
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6.3. Etude de ’activité lipolytique

L’activiteé lipolytique des souches a éte déterminée sur milieu solide MRS (pH = 7)
supplémenté avec différents substrats lipidiques (naturels et artificiels). L'activite lipolytique a
été détectée sur MRS dépourvue de Tween 80 et complétée avec 3% d'huile d'olive comme
unique source de lipides. Comme substrat artificiel nous avons utilisé du tween 80 a 3%. Les
plaques ont été inoculées avec les cultures correspondantes en spots et incubées a 30°C
pendant 72 h. L'activité lipolytique a été¢ détectée par I’apparition d’une zone claire entourant

la culture (Hantsis-Zacharov et Halpern, 2007).

6.4. Etude de I’activité protéolytique

La protéolyse est considérée comme étant I’événement biochimique le plus important
durant la maturation fromageére. L'activité protéolytique a été déterminée selon la procédure
décrite par de Almeida et al. (2015). Les isolats lactiques, issus d’une culture jeune, ont été
ensemencés sur gélose MRS additionnée de 10% (m/v) de lait écrémé et incubés a 30°C
pendant 24 h. L'activité protéolytique se manifeste par I’apparition d’une zone claire autour

des colonies.

6.5. Etude du pouvoir acidifiant

La production d’acide lactique est 1'une des principales fonctions désirées des
bacteries lactiques. 16 souches sélectionnées ont été cultivées pendant une nuit dans un
bouillon MRS a 30°C avant le test. Des tubes contenant 200 ml de lait écrémé (10%) ont été
inoculés (1% v/v) avec des isolats et incubés a 30°C.

L'acidité titrable a été déterminée par la méthode titrimétrique telle que décrite par
Guiraud (1998) et mesurée 4 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 et 24 h. 0,5 ml de phénolphtaléine a 1% (1 g
de phénolphtaléine dans 100 ml d'alcool éthylique a 95 %) est ajouté a 10 ml d’échantillon de
lait & analyser. Le titrage est réalise par une solution de soude (N/9) jusqu'au premier
changement de couleur permanent (30 secondes) au rose. L’évolution de 1’acidité dans le
milieu en fonction du temps a été mesurée directement par pH-meétre (PHSJ-3F) et en dosant

la quantité d’acide lactique produite dans le lait par titrimétrie.
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6.6. Recherche de I’activité inhibitrice
6.6.1. Méthode d’ensemencement par touches

Un échantillon de nos bactéries lactiques sélectionnées (souches inhibitrices) a été
étudié pour son pouvoir inhibiteur, par la méthode d’ensemencement en touches sur milieu
solide, contre deux bactéries pathogenes (souches indicatrices), notamment Escherichia coli
(ATCC 25922) et Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).

Les souches lactiques ont été cultivees dans un bouillon MRS & 30°C pendant 24 h
puis ont été ensemencées en touches a la surface des milieux MRS ou BHI contenant 1%
d'agar, pré-ensemencés avec l'une des bactéries indicatrices a 108 UFC/ml, et incubé pendant
24 h a une température optimale pour les micro-organismes pathogeénes c'est-a-dire a 37°C.

Un résultat positif s’exprime par la présence d’un halo d’inhibition, autour de la

touche et dont on mesure la dimension du halo d’inhibition.

6.6.2. Méthode de diffusion en puits

L'activité inhibitrice de différentes souches lactiques contre les agents pathogenes a été
déterminée, selon Harris et al. (1989), par l'utilisation du test de diffusion en puits.

Les souches indicatrices : Escherichia coli (ATCC 25922) et Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) ont été cultivées dans de la Tryptone Soya Agar (TSA, Himedia)
supplémentée avec 0,6 % d'extrait de levure a 37°C pendant 24 h. Chaque agent pathogéne a
été mis en suspension dans 4 ml d'eau stérile et normalisé a environ 108ufc/ml, comparable a
la turbidité standard 0,5 de Mc-Farland. 1 ml a été étalé a la surface de la gélose TSA solide
puis laissé absorber. Ensuite, 70 ul de chaque surnageant des isolats lactiques obtenus aprés
centrifugation (Sigma 4-16 KS N ° 136689) a 6000 tours/min pendant 10 min a 4°C en phase
de croissance exponentielle ont été remplis dans des puits de 5 mm de diamétre creusés dans
la gélose pré-ensemencé par les souches indicatrices.

Apres diffusion des surnageants a 4 °C pendant 18 h, les boites de Pétri ont été
incubées pendant 24 h a une température optimale pour les microorganismes indicateurs
(37°C).

La sensibilité des pathogénes au surnageant des bactéries lactiques est exprimée par
I'apparition d'une zone claire autour des puits. La lecture des résultats se fait par la mesure de
la dimension du halo d’inhibition.

Toute les activés technologiques ont été réalisées en triple a I’exception du pouvoir

acidifiant qui a été effectué une seule fois.
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7. Analyses statistiques

Les résultats obtenus ont été traités par une analyse de variance ANNOVA (version
6.4) a deux facteurs (effet de zone et effet d’exploitation) selon le test NEWMAN-KEULS.

Les moyennes des variables ont été comparées et les différences étaient considérées comme
significatives au seuil de probabilité p < 0,05.




Resultats




Chapitre |
Reésultats des propriétes
physico-chimiques des laits
prélevés




Chapitre | Résultats des propriétés physico-chimiques des laits préleveés

1. Propriétés physico-chimiques des laits prélevées
Les parametres physico-chimiques des laits de brebis collecté ont pour but de

déterminer la qualité de ces derniers.

1.1. Evaluation des parametres physico-chimiques
Du point de vue physique, le lait présente une hétérogénéité, puisque certains
composants sont dominants sur le plan quantitatif, ce sont 1’cau, la matiére grasse, les
protéines et le lactose. Les propriétés physiques comme la densité, le potentiel d’hydrogene et
le point de congélation dépendent de 1’ensemble des constituants (Mathieu, 1998).
Les paramétres physiques des échantillons de laits de brebis préleves sont décrits dans le

tableau ci-dessous.

Tableau 8 : Résultats des paraméetres physico-chimiques des échantillons de lait de brebis

prélevés
Echantillons
BNF1I BNF2 BNF3 BMAL BMA2 BMEl BME2 Ns/:ge
oH 649 660 627 653 654 625 640 .
+0,01 +0,00 +0,00 +001 +000 +001  +0,01
. AdidieeD 25" 2033 2633 2233 2166° 2133 1866°
g +100 +057 +158 +057 +057 +115  +057 }
£
S pene L0327 1082 1038 1030° 1032 1038 1034
o VeI 1020 4020 029 +017 +0,15 +0,71 +0.82 o
Point de - - B . a a B B
congélatio 0,584% 0,523¢ 04700 0220 0S4 oant 0535 -0,570°C
: +0,25  +0.18
n°C 4011 +030 +015 014 010

(Les groupes homogeénes a, b, ¢, d sont des indicateurs de différences significatives a P
<0,05) ; Ns : non significatif
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1.1.1. Mesure du pH des laits de brebis prélevées
L’une des propriétés physiques les plus importantes du lait est son équilibre acido-
basique. L’analyse statistique a montré que les facteurs régions et exploitations n’ont pas

d’effet significatif (P<0,05) sur la valeur du pH (Tableau 8).

Selon la FAO, (1995), le pH du lait ovin est compris entre 6,50 et 6,85. Le pH des
laits de la région de Mascara rentre dans cette gamme soit 6,53 et 6,54 dans les laits BMAL et
BMA2 respectivement.

Pour les laits collectés dans la région de Mecheria, les valeurs enregistrées sont 6,25
dans BMEL1 contre 6,40 dans BME2.

En ce qui concerne les laits de la région de Nadma, Le lait BNF3 est plus acide par
rapport aux deux autres laits BNF1 et BNF2 ou le pH est de 1’ordre de 6,27 contre 6,49 et
6,60 respectivement.

Les valeurs du pH étaient plus ou moins stables dans tous les échantillons de lait de
brebis avec une valeur maximale de 6,60 enregistré dans le lait de BNF1 contre 6,25 dans le
lait de BMEL. Ces valeurs sont inférieures a celles des autres pays tels que la Tunisie (6,67
pour la race silico-sarde et 6,65 pour la race comisane, rapporté par Rouissi et al. (2006) et
I’Italic ou le pH rapporté est de 6,60 a 6,72 (Pirisi et al., 2001).

Comparativement aux laits d’autres especes, le pH moyen des laits collectés ovins est
Iégerement acide par rapport aux laits camelin (6,51 a 6,69), bovin (6,67 a 6,83) et caprin
(6,71) rapportés respectivement par Alloui-Lombarkia et al. (2007) ; Gherman et al.
(2007) ; Sraisi et al. (2004) et Agabriel et al. (2001).

Selon Mathieu (1998), le pH du lait varie d’une espéce a ’autre et dépend, pour une
espece donnée, de la richesse de son lait en certains constituants, plus particulierement en
phosphates, citrates et caséines. Or il est connu que le lait de brebis est particulierement riche
en ces constituants par rapport a celui des autres ruminants (Mathieu, 1998 et Chilliard et
Sauvant, 1987).
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1.1.2. Mesure de ’acidité titrable des laits de brebis collectés

Dans les méthodes traditionnelles, I’acidité titrable est utilisée comme indicateur de la
qualité du lait, car il n’y a pas d’acide lactique dans le lait frais. L’acidité du lait est influencée
par certains facteurs tels que les conditions hygiéniques et climatiques (température) ainsi que
le stade de lactation (Pavic et al., 2009). I1 faut cependant distinguer entre 1’acidité naturelle,
traduisant la richesse du lait en différents constituants de celle dite développée, due a la
formation d’acide lactique (Mathieu, 1998). Les résultats de I’acidité sont rapportés dans le

tableau 8.

L’acidité Dornic rapportée par la FAO (1995) est comprise entre 22°D et 25 °D pour
le lait de brebis. Cette valeur reste supérieure par rapport a 1’acidité Dornic du lait de vache

(15 -17 D°) ou encore celle du lait de chéevre (14 — 18 °D).

Dans la présente étude, ’analyse statistique de 1’acidité titrable a montré une

différence significative (P<0,05) entre les échantillons analysés.

Uniquement I’acidité titrable des laits BNF1 et BMAI rentre dans la gamme rapportée
par la FAO, 25°D + 1,00 et 22,33°D =+ 0,57 respectivement. L’acidité titrable la plus élevée a
¢té constatée dans le lait BNF3 de la région de Nadma avec 26,33 °D = 0,57. L’augmentation
de I’acidité titrable indique une accumulation d’acide lactique provenant de la fermentation du

lactose par des bactéries lactiques.

Des teneurs de I'ordre de 18,66 °D, 20,33°D, 21,33 °D et 21,66°D pour les laits
BMEL, BNF2, BME1 et BMA2 respectivement. Ces valeurs concordent avec les travaux
avancés par Mathieu (1998) qui a montré que I’acidité d’un lait frais de brebis se situe entre
18 et 22°D. Nos résultats se rapprochent également de ceux évoqués par d’autres chercheurs,
A-Gasmi et al. (2013) qui rapportent une acidité de ’ordre de 21,6°D pour le lait de brebis de

race Comisana et 22,3°D pour la race Sicilo-sarde.

Selon Walstra 2006, une série de différents composants du lait sont responsable du
niveau d’acidité du produit, y compris les sels minéraux et les protéines. Pour cette raison, les
changements dans les concentrations de ces composants du lait affectent également le niveau

de l’acidité titrable.
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1.1.3. Détermination de la densité des laits collectés

La densité du lait dépend de I’alimentation de ’animal et elle ne dépend ni de 1'age ni de
la race de I’animal. Elle dépend de la proportion d’éléments dissous ou en suspension et elle
est liée a la richesse en matiére seche et grasse, donc un lait riche en matiére grasse a une
faible densité alors qu'un lait écrémé a une densité plus élevée (Pirisi, 1994). Le tableau 8
rapporte les résultats de la densité des laits.

Selon la FAO (1995), la densité du lait de brebis est comprise entre 1,034 et 1,038.
Pour les valeurs enregistrées dans nos échantillons de lait, uniquement, la densité des laits
BME1, BME2 et BNF3 rentre dans ’intervalle rapporté par la FAO et se rapproche de celles
trouvées par plusieurs auteurs pour le lait de brebis. Rouissi et al. (2006) ont rapportés des
valeurs de 1,035 et 1,037 pour la race Sicilo-sarde et la race Comisane respectivement pour le
lait de brebis en Tunisie. Aussi, Martini et al. (2008) qui ont enregistré une valeur de 1,030
pour le lait de brebis en Italie.

En ce qui concerne le reste des échantillons de laits, on a constaté une densité
légerement faible. 1, 030 £ 0,17 pour BMAL, 1,031 £ 0,20 pour BNF1 et 1,032 pour BNF1 et
BMAZ2. Certains laits comme BNF1, BNF2, BMAL et BME2 dont la densité est légérement
faible peuvent étre transformés en produits derivés en vue de leur richesse en solides totaux

et/ou en matiere grasse.

1.1.4. Mesure du point de congélation des laits collectés

Le point de congélation dépend uniquement de la concentration des substances
dissoutes. Plus cette concentration est élevée, plus le point de congélation est bas. Le point de
congélation diminue avec la concentration du lait en nutriments. Il permet de mettre en
¢vidence toute addition d’eau. La race, le stade de lactation et les teneurs en matiere grasse et
en protéine n’ont pas d’influence essentielle sur le point de congélation. En additionnant de
I’eau, la concentration des substances dissoutes se réduit. Par conséquent, le point de
congélation du lait augmente. Le point de congélation du lait de brebis est estimé a -0,570°C

(FAO, 1995). Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau 8.

Le point de congélation était plus élevé pour le lait de BNF3 (-0,470°C + 0,15) et plus
faible pour le lait BNF1 (-0,584°C * 0,11). Ces résultats ne corroborent pas avec la valeur

donnée par la FAO (1995) et se trouvent légerement inférieures a celles rapportées par
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Gonzalo et al. (2005) (-0,575 & -0,571°C) pour le lait de brebis. Comparés aux laits d’autres
espéeces, il est déja établi que le lait de brebis présente le point de congélation le plus bas.

1.2. Evaluation des parametres biochimiques des laits de brebis collectés

La composition biochimique du lait de brebis frais varie dans le temps et selon les
animaux en fonction de plusieurs facteurs, tels que le stade de lactation, la parité, la saison, la
température environnementale, I’dge et la nutrition des animaux, les facteurs génétiques

(espece et race) et les maladies de la mamelle (Tamime et al., 2011 ; Claeys et al., 2014).

Le tableau 9 rapporte les caractéristiques descriptives des paramétres biochimiques des laits
de brebis étudies.

Tableau 9 : Composition biochimique des laits de brebis collectés (g / 100 g de lait)

Echantillons

BNF1 BNF2 BNF3 BMAl1 BMA2 BME1l BME2 Norme FAO

EST 19,17° 19,19" 18,80° 18,92° 17,89° 16,87¢ 22,74°
+0.12 0,06 +0,08 0,15 0,03 0,17 0,09

*x

ESD 11,64° 11,97° 11,99° 10,95° 11,09° 9,74° 10,95
+0,09 +0,02 0,04 0,08 0,10 0,06 0,04

MG 7,53° 7,229 6,90° 7,94° 6,80° 7,11 11,79°

0
+0,02 +0,02 0,01 0,18 0,05 +0,19 0,10 1%

Taux 4,27¢ 4,17° 462° 4129 4239 474> 5452
protéique 57 %
+0,02 0,07 0,02 0,03 0,05 0,03 0,02

Parametres

Lactose 6,258 6,192 6,832 6,03 597° 436° 4,90°

0
+0,02 +0,02 0,01 0,09 0,12 0,02 0,02 46%

FEEK

MM 0,59% 0,39° 0,51* 0,43" 055* 0,50° 0,45°

0
+0,21 +0,17 0,15 0,05 0,17 0,14 =+0.09 0.9%

(Les groupes homogenes a, b, ¢, d sont des indicateurs de différences significatives a P
<0,05). "EST : extrait sec total ; “ESD : extrait sec dégraissé ; ~"MG : matiére grasse ;
“*MM : minéraux.
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1.2.1. Teneur en matiére grasse

Parmi les constituants bioactifs du lait de brebis, les lipides. Ces derniers sont
importants en raison de leur haute valeur nutritionnelle et de leur effet sur les paramétres
physico-chimiques, sensorielles ainsi que sur les propriétés de fabrication des produits laitiers
(Park et al., 2007).

La matiére grasse du lait de brebis contient davantage d’acides gras a courte et a
moyenne chaine, mais moins d’acides gras a chaine longue que le lait de vache, ce qui le rend
donc plus facile a digérer (Revilla et al., 2017). Selon la FAO (1995), la valeur de la matiere

grasse dans le lait de brebis est de I’ordre de 7,1 %.

L’analyse statistique des résultats a montré que le lait de ’exploitation 2 de la région
de Mecheria BME?2 est significativement plus riche en matiére grasse (11,79 % + 0,10) que
les autres laits étudiés et reste largement supérieure a la valeur décrite par la FAO (1995)
(Tableau 9). Cette forte teneur en maticre grasse dans ce lait pourrait s’expliquer par le type
de I’alimentation dans cette exploitation qui est basé principalement sur le paturage (plantes
herbacées : Helfa et armoise blanche) et le concentré (orge et foin) ou encore sur le stade de

lactation au moment du prélevement.

La teneur en matiére grasse dans les echantillons BNF1, BNF2, BMA1 et BME1 était
respectivement de 7,53 % + 0,02 ; 7,22 % + 0,02, 7,94 % £ 0,18 et 7,11 % £ 0,19. Ces teneurs
s’insérent dans la gamme rapportée par Rouissi et al. (2006) sur le taux de matiere grasse de

7,49 % pour les ovins laitiers en Tunisie.

Des valeurs plus ou moins faibles en matiere grasse ont été enregistrées dans BNF3 de
la race Demane et BMA2 de la race Oueld-Djelel (6,90 % + 0,01 et 6,80 % + 0,05

respectivement).

Les difféerences de la teneur en matiére grasse enregistrées dans nos échantillons de
laits peuvent étre liées a plusieurs facteurs de variations tels que la race, I’dge de ’animal, le
stade de lactation ou encore I’alimentation qui peut favoriser cette différence de maticre
grasse. L’origine géographique et les conditions environnementales peuvent eégalement

influencer la composition du lait de brebis.

Comparée aux autres especes, la matiere grasse du lait de brebis est nettement
supérieure a celle du lait de vache (3,78 %) (Park et al. 2007), du lait de chévre (4,1 — 4,5 %)
(Huebner, 2012) ou encore du lait de chamelle (2,63 %) (Khaskheli et al., 2005).
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Ils s’aveérent que le lait de brebis est riche en CLA. Derricre cette abréviation se cachent
les acides linoléiques conjugués. Ceux-ci possedent différentes propriétés positives pour la
santé. On leur attribue des vertus positives par rapport au cancer, a l’artériosclérose, a
I’hypertension et au systéme immunitaire. En outre, les CLA passent directement dans les
muscles du corps. La matiére grasse ne va pas nécessairement avoir des effets négatifs sur le
poids (Pintus et al., 2013).

1.2.2. Taux protéique

La part protéique a un impact majeur sur la valeur nutritionnelle et technologique du
lait. Entre autres, elle est considérée comme étant la matiére utile du lait en technologie

fromageére.

L’analyse de la fraction protéique des échantillons de lait étudiés révele des valeurs
qui varient entre 4,12 % + 0,03 et 5,45% + 0,02 (Tableau 9). Ces valeurs restent inférieures a
la valeur décrite par la FAO (1995) qui est de I’ordre de 5,7 % pour le lait de brebis.

Le lait BNF3 de la race Demane est plus riche en matiére protéique par rapport aux
deux autres laits de la méme région (Nadma), un taux de 4,62 % + 0,02 contre 4,27 % + 0,02 ;
4,17 % £ 0,07 dans BNF1 (race Ouled-Djelel) et BNF2 (race Demane) respectivement.

Les teneurs enregistrées dans les laits BMAL et BMAZ2 restent plus aux moins faibles
(4,12 % = 0.03 et 4,23 % + 0.05 respectivement).

Par contre, les deux laits (Race Hamra) de la région de Mechria restent les plus riches
en protéines par rapport aux autres laits soit 5,45 % + 0,02 dans le lait BME2 et 4,74 % + 0,03
dans BMEL. Ces valeurs sont proches de celles avancéees par Martini et al. (2008) (5,77 %)
pour le lait d’especes ovines en Italie. Le type de I’alimentation dans les deux exploitations de
Mecheria qui est basé principalement sur le paturage (plantes herbacées : Helfa et armoise
blanche) et le concentré (orge et foin) constitue probablement un facteur de variation et offre a
ce lait une meilleure aptitude fromagére. De méme, Pirisi et al. (2001) ont prouvé gue le lait
produit par des brebis de race Sarde en Italie alimentées par le mélange foin, ensilage,
concentré mélangé avec du paturage est plus riche en matiere protéique par rapport a celui

produit par les brebis sur paturage.




Chapitre | Résultats des propriétés physico-chimiques des laits préleveés

Les données relatives a I’étude de la composition de la fraction biochimique,
notamment la forte teneur en protéines et en lipides, suggérent que le lait BME2 de la race
Hamra aurait, & priori, une meilleure aptitude fromagere par rapport aux autres laits vu sa

richesse en lipides et en protéines.

D’aprés Park et al. (2007) et Kouniba et al. (2007), le lait de brebis présente une
composition protéique avantageuse par rapport au lait de vache et de chevre (3,20 % et 4,29

% respectivement).

Selon Claeys et al. (2014), le lait de brebis contient presque deux fois plus de protéines
que les laits de chevre et de vache. Ces formes moléculaires de protéines et séquences

d’acides aminés ont une qualité nutritionnelle et un impact positif sur la digestibilité.
1.2.3. Teneur en lactose

Substrat de fermentation lactique, le sucre du lait, le lactose, est le principal glucide
des laits de brebis, de chevre et de vache. Il est synthétisé a partir du glucose dans les glandes
mammaires avec la participation de la protéine du lait (lactaloumine) (Larson et Smith,
1974).

Le lactose est un nutriment précieux, car il favorise 1’absorption intestinale du
calcium, du magnésium et du phosphore, et lutilisation de la vitamine D (Campbell et
Marshall, 1975). Sa teneur dans le lait de brebis comme chez les autres ruminants est plus
faible au début de la lactation dans le colostrum et vers la fin de la lactation, contrairement au
comportement des graisses et des protéines contenues dans le lait (Pulina et Bencini, 2004 ;
Haenlein et Wendorff, 2006).

L’analyse de variance du taux de lactose a montré une différence significative
(P<0,05) dans les différents échantillons étudiés. Selon la FAO (1995), le taux du lactose
dans le lait de brebis est de I’ordre de 4,6 %. Les teneurs en lactose des trois échantillons de la
région de Nadma (BNF1, BNF2 et BNF3) ainsi que I’échantillon de I’exploitation 1 de
Mascara (BMA1) dépassent les 6 %. La teneur en lactose dans le lait BMA2 est de I’ordre de
5,97 % + 0,12. Ces valeurs restent largement supérieures a la valeur décrite par la FAO et
également supérieures par rapport aux valeurs rapportées par Sinapsis (2007) sur le lait de
brebis en Gréce (5,18 -5,20 %) ou par les travaux révélés par Rouissi et al. (2006) (3,86 %

pour le lait ovin en Tunisie).
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Par contre, les échantillons de la région de Mecheria BME1 et BME2 présentent une
faible teneur en lactose par rapport aux autres échantillons (4,36 % + 0,02 et 4,90 % + 0,02
respectivement) mais elles rentrent dans la gamme rapportée par Martini et al. (2008) sur le
lait de brebis en Italie (4,50 %). Le lactose diminue également pendant la période de lactation
(Morand et al., 2007).

D’un autre c6té, on a enregistré un point de congélation le plus bas dans 1’échantillon

de BNF1 (-0,584 + 0.11) ce qui explique sa richesse en lactose et en minéraux.

Comparée aux autres espéces, le lactose du lait de brebis est nettement inférieur a celui du
lait de vache (4,83 %) (Park et al., 2007) et du lait de chévre (5,03 %) (Kouniba et al.,
2007). Ces chiffres ne concordent pas avec les valeurs obtenues dans notre étude étant donné

que nos échantillons de laits de brebis sont nettement riches en lactose.

1.2.4. Teneur en minéraux des laits de brebis collectés

Le lait représente une bonne source en calcium, en phosphore, en iode, en zinc et en
magneésium. Le lait de brebis est riche en sels minéraux de ce type, en calcium en particulier.
Le calcium et le phosphore sont plus abondants dans le lait de brebis, éléments fondamentaux
pour la croissance et le maintien des 0s ce qui est essentiels pour les nouveau-nés (Al-Wabel,
2008).

La biodisponibilité de ces minéraux fait du lait de brebis une source précieuse de ces
éléments. Le calcium lié a la caséine, a la fois sous forme organique et minérale, présente une
disponibilité importante pendant le processus de digestion du lait (Gueguen et
Pointillart, 2000); par conséquent, la biodisponibilité du calcium dans le lait de brebis est

étroitement liée a des niveaux élevés de caséine (Gaucheron, 2005 ).

Il ressort de notre étude que la teneur en minéraux semble étre stable dans tous les
échantillons étudiés avec une valeur maximale enregistrée dans le lait BNF1 (0,59 % + 0,21).
La teneur en cendres dans les laits BNF3, BMA2 et BMEI est de ’ordre 0,51 % + 0,15 ; 0,55
% + 0,17 et 0,50 % + 0,14 respectivement. Ces valeurs sont supérieures a celles des laits de
BMAL et BNF2 (0,43 % + 0,05 et 0,39 % + 0,17).



https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12250#crf312250-bib-0013
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12250#crf312250-bib-0061
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12250#crf312250-bib-0048

Chapitre | Résultats des propriétés physico-chimiques des laits préleveés

Les teneurs en minéraux de la présente étude restent inférieures a la valeur rapportée
par la FAO (1995) qui est de I’ordre de 0,9 % et aussi inférieures a la teneur en minéraux des
laits d’autres especes (0,7 % et 0,8 % pour le lait de vache et chévre respectivement) (Park et
al., 2007).

Les concentrations de macro-minéraux peuvent ne pas varier beaucoup, mais elles varient
en fonction de la race, le régime alimentaire, le stade de lactation et I’état de santé de la

mamelle.

1.2.5. Teneur EST / ESD des laits de brebis prélevés

Les solides totaux représentent les composants qui restent apres I'élimination compléte
de l'eau. Selon la FAO (1995), I’extrait sec total du lait de brebis est de ’ordre de 18,3 %.
Comme le montre le tableau 9, les laits BNF1 et BNF2 ont une teneur en matiere séche totale
similaire ou en note des valeurs de 19,17 % * 0,12 pour le lait BNF1 et 19,19 % + 0,06 pour
le lait de BNF2. Ces valeurs s’insérent dans la gamme rapportée par Rouissi et al. (2006)

(19,11 pour le lait ovin en Tunisie)

Les laits BNF3, BMA1, BMA2, présentent des teneurs moyennes qui sont de 1’ordre
de 18,80 % + 0,08 ; 18,92 % + 0,15 et 17,89 % + 0,03 respectivement. Ces valeurs restent
plus ou moins supérieures a celles rapportées par Martini et al. (2008) (17,57 % pour le lait

de brebis en Italie).

Les teneurs en EST des échantillons décrits ci-dessus sont supérieures a la valeur
rapportée par la FAO (1995), ce qui signifie que ces laits sont riches en matiéres organiques

notamment en lipides, en protéines et en lactose.

Le lait BMEL se distingue des autres laits par sa faible teneur en EST (16,87% + 0,17).

Cette valeur est confirmée par sa faible teneur en lactose (4,36 % + 0,02).

En ce qui concerne le lait de BME2, sa teneur en matiére seche totale est nettement
supérieure aux autres laits étudiés (22,74 % + 0,09). Cette valeur est prouvée par sa forte
teneur en lipides et en protéines (11,79 % + 0,10 et 5,45 % * 0,02 respectivement). Elle reste
également supérieure a la gamme rapportée par Jaramillo et al. (2008) (20,26 -21,21 % pour

le lait ovin en Espagne).
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L’alimentation correspond au principal facteur agissant sur la composition du lait des
ruminants. L’origine géographique et les conditions environnementales peuvent également
influencer la composition du lait. Comparé au lait de vache (12,8 %) et au lait de chévre (13,4
%), le lait de brebis reste le plus riche en matiere seche totale.

Quant a I’extrait sec dégraissé (ESD), les valeurs de BMEI et BME2 sont estimées
respectivement a 9,74 % £0,06 et 10,75 % £ 0,04. Ces valeurs obtenues confirment leurs
richesses en matiere grasse. La teneur en ESD dans les laits de la région de Nadma et de
Mascara a ’exception de BMA1 dépasse les 11%. Cette valeur concorde avec les résultats
obtenus par Rouissi et al. (2006) (11,51 % pour le lait ovin en Tunisie). La teneur en extrait
sec total dans le lait de mascara BMAL1 est plus ou moins inférieure que les autres laits étudiés
(10,95 %).




Chapitre I

Caracteristigues microbiologiques
des échantillons de lait de brebis




Chapitre Il : Caractéristiques microbiologiques des echantillons de lait de brebis

1. Dénombrement de la flore de contamination

L’évaluation de la qualité bactériologique du lait cru de brebis dans les régions de

Nadma, Mecheria et Mascara a été menée afin d’évaluer les facteurs de risque de contamination

du lait cru a la ferme.

Les résultats relatifs a I’identification et aux dénombrements de la flore microbienne des

laits de brebis collectés sont indiqués dans le tableau ci-dessous.

Tableau 10 : Caractéristiques microbiologiques des échantillons de lait cru de brebis

N
Ech | BNFL | BNF2 | BNF3 | BMAL | BMA2 | BMEL | BME2 orme
JORA n°39
o 4.96x10? | 5.56x10% | 3,56x102 | 6,36x102 | 1,58x102 | 3,66x102 | 2,56x102
£005 | +011 | 005 | +032 | £007 | 006 | £005 | o 0 c oo
ot 1,86x10% | 0.40x102 | 2,06x10° | 6,20x10% | 0.93x102 | 2,1x10% | 2.00x102
+015 | +000 | +015 | +131 | +063 | +017 | +0.10
S, 0 1,8x10% | 2.93x10% | 1,00x10° | 1.06x10° | 2,13x10* | 1,80x10* a0
X
aureus +020 | +011 | +165 | +070 | +023 | +1.30
CSR 00 00 00 01 00 00 00 <50
06910 0.9x102 | 7,93x10° | 2.10x10°
Levures 00 00 00 -
+0,01 +006 | +145 | +0,20

(Les groupes homogeénes a, b, ¢, d sont des indicateurs de différences significatives a P <0,05)
CCT : coliformes thermotolérants

CT : coliformes totaux
S. aureus : Staphylococcus aueus

CSR : Closdridium Sulfito-Réducteur
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1.1. Coliformes totaux et thermotolérants

Indicateurs de ’hygiéne générale et d’une contamination fécale, les coliformes totaux
et fécaux sont présents a des valeurs moyennes plutot élevées 1,58x10%* 0,07 et 6,36x102 +
0,32 (germes /ml) pour les coliformes totaux et entre 40 et 6,30x10? + 1,31 (germes /ml) pour
les germes thermotolérants par contre les chiffres obtenus ne dépassent pas la norme décrite
dans le journal officiel (JORA n°39) (5x10?jusqu’a 5x10%) (Figure 23).

Le lait de I’exploitation de Mascara est fortement contaminé par rapport aux autres laits,
sa charge microbienne dépasse les 300 germes /ml en coliformes totaux et fécaux. La présence
de bactéries coliformes n’indique pas nécessairement une contamination fécale directe du lait
mais plus précisément un indice de mauvaises conditions d’hygiéne et sanitaire au moment de

la traite et pendant les manipulations ultérieures (Yucel et Ulusoy, 2006).

Figure 23 : Recherche des CT et CTT sur milieu VRBL
1.2. Staphylococcus aureus

Le résultat de la détection de Staphylococcus aureus dans notre étude montre la présence

de ce germe dans tous les échantillons de lait examinés a ’exception du lait BNF1 (Figure 24).

La présence de ce pathogéne constitue un risque pour la santé du consommateur et est
responsable des intoxications alimentaires car les staphylocoques produisent une entérotoxine
protéique causant I’intoxication alimentaire. Le lait BMALI est le plus contaminé par S. aureus
avec une charge microbienne de ’ordre de 1,09x10° + 1,65, une valeur qui dépasse largement

la norme décrite dans le journal officiel (JORA n° 39) qui est de I’ordre 1x103.
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Sur les échantillons analysés, on observe une présence de ces germes, ce résultat montre
la mauvaise conduite d’hygi¢ne au moment du prélévement ainsi qu’une altération de la santé

de ’animale (la mamelle), car l'origine de la contamination est dd a la mamelle.

Figure 24 : Recherche de S. aureus sur milieu Chapman
1.3. Clostridium sulfito-réducteurs

Concernant le dénombrement des Clostridium sulfito-réducteurs, seul 1’échantillon
BMAL présente une faible charge en clostrides (Figure 25). La valeur enregistrée reste
négligeable par rapport a la norme du journal officiel (JORA n°39) qui est égale a 50 ufc/ml,
et la norme établie par Guiraud (1998) (< 50 ufc/ml).

Figure 25 : Recherche de CSR sur milieu Viande-foie

A : résultat positif B : Résultat négatif
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1.4. Levures et moisissures

Les levures et les moisissures sont des champignons microscopiques se présentant
respectivement sous forme unicellulaire et filamenteuse, qui peuvent provoquer des accidents

de fabrication (altération de la texture et du gout dans le cas du fromage) lorsque leur nombre
dans le produit dépasse un certain seuil.

Pour la flore fongique, les moisissures sont totalement absentes. Les levures sont présentes
dans 4 échantillons de lait qui sont BNF1, BNF3, BMAL et BMA2 (Figure 26).

Figure 26 : Recherche des levures et moisissures sur milieu OGA
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2. Détermination de la flore lactique

Dans ce travail, nous avons isolé 84 isolats & Gram positif et catalase négative. Ces
souches ont été retenues pour subir la suite des tests de confirmation de leur appartenance aux
différents genres lactiques.

2.1. Criteres morphologiques

L'examen macroscopique nous a permis d'observer des petites colonies blanchatres,
lisses, bombées et a contour régulier (Figure 27). Concernant 1’aspect microscopique, les
souches isolées ont montre des formes bacilles et coccis apres coloration de Gram (Figure 28).
La purification des souches lactiques isolées a été réalisée par plusieurs repiquages successifs
par des stries sur milieu MRS et M17.

Figure 27 : Aspect macroscopique apres purification
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Figure 28 : Aspect microscopique apres coloration de Gram

A : Coccis Gram + B : Bacilles Gram +
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2.2. ldentification phénotypique (Tests physiologiques et biochimiques)

L’isolement sur milieu MRS et M17 nous a permis d’isoler 180 isolats et de mettre en
évidence 84 isolats qui ont été rattachés a 3 groupes de bactéries lactiques.

Le genre Enterococcus était le groupe le plus fréquemment isolé avec une dominance
de 71% (60/84) suivi du genre Lactobacillus avec 18% (15/84) et le genre Leuconostoc avec

11% (9/84). La répartition des genres est illustrée dans la figure 29.

D’apres la répartition, on remarque que le lait BNF1 de I’exploitation 1 de Naidma
présentait 10 des 15 isolats du genre Lactobacillus, alors que les laits de la région de Mascara
BMAL et BMAZ2 étaient les seuls a contenir le genre Leuconostoc. La plupart des bactéries du
genre Enterococcus étaient isolées a partir des laits BNF2, BNF3, BME1 et BME2.
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Figure 29 : Répartition des genres lactiques dans les échantillons des laits collectés

Les résultats des méthodes phénotypiques appliquées pour I’identification des souches
sont regroupés dans le tableau 11 et les isolats ont été identifiés au stade du genre en se basant

sur leurs caractéristiques physiologiques et biochimiques :
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Tableau 11 : Résultats des tests physiologiques et biochimiques réalisés pour 1’identification des souches isolées

Test de
Echantillon Code Forme Nacl PH Thermorésistance | Temperature Type | Sherman | Esculine | Citrate | Identification
4% [ 6,5% | 9,6 | 4,5 03,57C 10°C | 45°C fermentaire 1% | 3%

BNF1.Al B + + + | + - + + - + - Lactobacillus

BNF1.A2 B + + + | + - + + - ND ND Lb.
paraplantarum
BNF1.A3 B + + + | + - + + - ND ND Lb plantarum
BNF1.A4 B + + + | + - + + - ND ND Lactobacillus
BNF1 BNF1.A5 B + |+ |+ |+ - + + - ND ND ND | Lb. plantarum
(10) BNFLA6 | B | + | + [+ |+ - + + - ND ND | Lactobacillus
BNF1.A7 B + + + | + - + + - + - Lb. plantarum
BNF1.A8 B + + + | + - + + - + - Lb. plantarum
BNF1.A9 B + + + |+ - + + - + - Lactobacillus
BNF1.A10 B + + + |+ - + + - + ND | Lactobacillus
BNF2.A5 C + + + | - + + + - + |+ + + Enterococcus
BNF2.A6 B + + + |+ + + + - + - Lactobacillus
BNF2 BNF2.A8 B + + + |+ + + + - D + ND | Lactobacillus
(18) BNF2.A9 C + + + | + + + + - + | + + + Enterococcus
BNF2.A10 B + + + |+ + + + - ND + - Lactobacillus
BNF2.B1 C + + + | - + + + - + |+ + + Enterococcus
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BNF2.B3 C + + + | - + + + - + |+ Enterococcus
BNF2.B4 C + + + |+ + + + - + |+ Enterococcus
BNF2.B5 C + + + |+ + + + - + |+ Enterococcus
BNF2.C5 C + + + | - + + + - + |+ Enterococcus
BNF2.D1 B + + + |+ + + + - ND Lactobacillus
BNF2.D3 B + + + | + + + + - ND Lactobacillus
BNF2.D5 C + + + |+ + + + - + |+ Enterococcus
BNF2.D8 C + + + |+ + + + - + |+ Enterococcus
BNF2.D9 C + + + | - + + + - + |+ Enterococcus
BNF2.F2 C + + + | - + + + - + |+ Enterococcus
BNF2.f1 C + + + | - + + + - + | + Enterococcus
BNF2.12 C + + + | - + + + - + | + Enterococcus
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Tableau 11 : Résultats des tests physiologiques et biochimiques réalisés pour 1’identification des souches isolées

Test de
Echantillon | Code | Forme Nacl PH Thermorésistance | Temperature Type- Sherman | Esculine | Citrate | Identification
4% | 6,5% | 9,6 | 4,5 03,57C 10°C | 45°C fermentaire 1% | 3%
BNF3.A2 C + + + | - + + + - + | + + - Enterococcus
BNF3.A3 C + + + | + + + + - + | + + - Enterococcus
BNF3.A4 C + + + | - + + + - + | + + - Enterococcus
BNF3.B1 C + + + | - + + + - + |+ + ND | Enterococcus
BNF3.B2 C + + + | - + + + - + |+ + - Enterococcus
BNF3.B5 C + + + |+ + + + - + |+ + - En. durans
BNF3.C2 C + + + | - + + + - + |+ - ND | Enterococcus
BNF3 BNF3.C3 C + + + | - + + + - + |+ + - En. durans
(21) BNF3.C4 C + + + | - + + + - + | + - - Enterococcus
BNF3.C6 C + + + |+ + + + - + |+ + ND | Enterococcus
BNF3.D4 C + + + | - + + + - + |+ + ND En. durans
BNF3.D5 C + + + | - + + + - + |+ + ND | Enterococcus
BNF3.F1 C + + + | - + + + - + |+ + + Enterococcus
BNF3.F2 C + + + |+ + + + - + |+ + - Enterococcus
BNF3.F3 C + + + | - + + + - + |+ + - Enterococcus
BNF3.F4 C + + + | - + + + - + |+ + - Enterococcus
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BNF3.F5 C + + + | - + + + - + |+ ND | Enterococcus
BNF3.G1 C + + + | - + + + - + | + ND | Enterococcus
BNF3.G2 C + + + | - + + + - + | + ND | Enterococcus
BNF3.G3 C + + + | - + + + - + |+ ND En. durans

BNF3.G4| C + + + | - + + + - + | + ND | Enterococcus
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Tableau 11 : Résultats des tests physiologiques et biochimiques réalisés pour 1’identification des souches isolées

) Températur Test de
Echantillon Code Forme Nacl PH Thermoresistance e Type | Sherman | Esculine | Citrate | Identification
4% | 6,5% | 9,6 | 4,5 03,57C 10°C | 45°C fermentaire 1% | 3%

BME1.A2 C + + + | - + - + - + |+ + + En. durans
BME1.A3 C + + + | - - - + - + | + + + Enterococcus
BME1.A3.1 C + + + | - - - + - + | + + + Enterococcus

BME1 BME1.B1 C + + + | - - - + - + |+ - - En. durans
(8) BMEL1.B5 C + + + | - - + + - + | + + + Enterococcus
BME1.B6 C + + + | - - - + - + |+ ND - Enterococcus
BME1.E1 C + + + | - - - - - + | - - - Enterococcus

BME1.E2 C + + + | - - - - - + |+ - - En. durans
BME2.Al C + + + - + + + - + |+ + - Enterococcus
BME2.A2 C + + + - + - - - + |+ ND - Enterococcus
BME2.A3 C + + + - - - - - + - ND - Enterococcus
BME2 BME2.A4 C + + + - - + + - + | + + - Enterococcus
(8) BME2.B2 C + + + | - - + + - + | - + - Enterococcus
BME2.C2 C + + + - + + - - + |+ + - Enterococcus
BME2.D1 C + + + - - + - - + - + + Enterococcus
BME2.D4 C + + + - - + - - + - + - Enterococcus
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Tableau 11 : Résultats des tests physiologiques et biochimiques réalisés pour 1’identification des souches isolées

) Températur Test de
) NaCl pH Thermorésistance Type _ _ o
Echantillon Code Forme e | Sherman | Esculine | Citrate | Identification
63,5 °C fermentaire
4% | 6,5% | 9,6 | 4,5 10°C | 45°C 1% | 3%
BMA1.Al C + + + - + + + - + + + + En. durans
C - - Ln.
BMAl1.A2 + + + - - + + + + - mesenteroides ssp
mesenteroides
BMA1l C - - Ln.
(6) BMA1.A5 + + + - - + + + ND ND | mesenteroides ssp
dextranicum
BMAL1.C9 C + + + - - - + - + + ND ND Leuconostoc
BMALl.E1 C + + - - - - + - + - ND ND Leuconostoc
BMAL1.E3 C + + - - - - + - + - - - Leuconostoc
BMA2.Al C - - + - - + + - + - - - Enterococcus
BMA2.A2 C - - + - - + + + + + ND ND En. durans
BMAZ2.A3 C + + + + - + + - + - ND ND Enterococcus
BMA2 C - - Ln,
BMA2.B1 + - + - + + + - + - mesenteroides ssp
(13) dextranicum
BMA2.B2 C + - + - - + + + + - + - Leuconostoc
BMA2.C3 C + - + - - + + - + + + - En. durans
BMA2.D1 C + - - - - + + + + + ND - Enterococcus




Chapitre 11 : Caractéristiques microbiologiques des échantillons de lait de brebis

BMA2.D2 C + - - - - + + + + + + + Enterococcus
BMA2.D3 C + + + - - + + - + + - - Enterococcus
BMA2.D4 C + - + - - + + + + - ND ND Enterococcus
BMAZ2.E1 C + + + - - + + - + - + - Leuconostoc
C - - Ln.
BMAZ2.E3 - - + - + + + - ND ND | mesenteroides ssp
dextranicum
BMAZ2.F2 C + + + - - + + - + + + + En. durans

+ : Résultat positif - : Résultat negatif ND : Non déterminé
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2.2.1.  Genre Enterococcus

Les résultats des tests physiologiques et biochimiques montrent que toutes les isolats
appartenant au genre Enterococcus isolés a partir des échantillons de Nadma et Mecheria ont
pu croitre en présence de 4% et 6,5% de NaCl. On peut expliquer ce résultat par la richesse du
biotope en sel dans ces deux zones, notons aussi un développement de végétation steppique
halophile (Atriplexhalimus « Guetoff », Stipa tenacissima « Alfa», Lygeum spartum et
Peganum harmala). Les espéces lactiques isolées donc sont habituées a un écosystéme
écologique halophile (paturage des animaux). En revanche les souches isolées a partir des
échantillons de lait de Mascara ne supportaient pas la salinité du milieu.

Egalement, la majorité des isolats ont poussé dans un milieu alcalin (pH 9,6), par contre

on a noté une croissance chez seulement 16% (10/60) isolats dans un milieu a pH 4,5.

Apres 24 h d'incubation dans un bouillon MRS, toutes les souches testées avaient une
bonne croissance a 30°C et 37°C. Certaines souches appartenant au genre Enterococcus
(BME1.E1, BME1.E2, BME2.A2 et BME2.A3) ont été identifiées comme étant des isolats

appartenant a la flore mésophile car un resultat négatif a été enregistré a 10°C et a 45°C.

Concernant le test de la thermorésistante, toutes les souches isolées a partir des
échantillons prélevés dans la région de Nadma (BNF2 et BNF3) étaient thermorésistantes par
contre celles appartenant aux échantillons de lait de Mecheria (BME1 et BME2) et Mascara
(BMAL1 et BMA2) ont donné un résultat négatif sauf BME1.A2, BME2.Al, BME2.A2,
BME2.C2 et BMAL.Al.

Toutes les souches testées sont homofermentaires a I’exception de BMA2.A2 ;

BMA2.D1, BMA2.D2 et BMAZ2.D4 qui sont hétérofermentaires strictes.

Toutes les souches d’Enterococcus possedent un résultat positif pour la croissance dans
le lait de Sherman a 3% sauf BME1.E1, BME2.A3, BME2.B2, BME2.D1, BME2.D4 et
BMA2.DA4.

76 % (46/60) des isolats ont donné un résultat positif pour le test d’esculine ce qui
confirme leur appartenance au genre Enterococcus. Pour le test de citrate, seulement 15% (9/60)
possedent I’enzyme citrate-perméase ce qui a engendré 1’alcalinisation du milieu qui s’est

exprimée par le changement de couleur du vert vers le bleu.
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2.2.2. Genre Lactobacillus

Les résultats obtenus montrent que les isolats appartenant au genre Lactobacillus ont pu
croitre en présence de 4% et 6,5% de NaCl, ont également poussé dans un milieu alcalin (pH
9,6) et acide (pH 4,5) et toutes les souches testées sont homofermentaires.

Aprés 24 h d'incubation dans un bouillon MRS, toutes les souches testées avaient une
bonne croissance & 10°C, 30°C, 37°C et 45°C.

Concernant le test de la thermorésistante, toutes les souches isolées a partir de
I’échantillon BNF1 (10 isolats) ne supportaient pas la chaleur de 63,5°C pendant 30 mn par

contre celles de 1’échantillon BNF2 (5 isolats) étaient thermorésistantes.

Toutes les espéces Lactobacillus sont homofermentaires strictes et ont donné un résultat
positif pour le test d’esculine. Par contre, aucune espéce ne posséde I’enzyme citrate-perméase

car le milieu est resté inchangé.

2.2.3. Genre Leuconostoc
Les isolats appartenant a ce groupe ont été déterminés comme Leuconostoc grace a la

production de dextrane sur milieu Mayeux.

Les résultats des tests montrent que tous les isolats ont pu croitre en présence de 4% et
6,5% de NaCl a I’exception de BMA2.A1, BMA2.A2 et BMA2.E3. Seulement ’espéce
BMAZ2.E1 a pu croitre dans un milieu acide (pH 4,5) contrairement au milieu alcalin, un résultat

positif a été enregistré chez la majorité des isolats (7/9).

Aprés 24 h d'incubation dans un bouillon MRS, toutes les souches testées avaient une
bonne croissance 30°C, 37°C et 45°C par contre seulement 4 souches ont pu croitre a 10°C et

aucune croissance n’a été enregistrée pour le test de thermorésistance.

Sur ’ensemble des souches (9 especes), seulement les isolats BMA2.B1 et BMA2.B2
sont hétérofermentaires. Aucune souche ne posséde 1’enzyme citrate-permease et seulement 4
espéces ont donné un résultat positif pour le test d’esculine. La figure 30 montre le résultat des

tests réalisés.
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Figure 30 : Résultats des tests physiologiques et biochimiques réalisés
A : Test de lait de C : Test de production de gaz E : Test d’esculine avant
Sherman incubation
B : Test de Simmons D : Test de pH 9,6 F : Test d’esculine apres
incubation
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2.3. ldentification par MALDI-TOF

Dans le cadre de I’identification bactérienne, les protéines étudiées sont principalement
des protéines ribosomales mais également d’autres protéines (Ryzhov et Fenselau, 2001). Le
spectre du micro-organisme d’intérét est comparé aux spectres de référence d’une base de
données selon un algorithme statistique, ce qui permet son identification. Le résultat est
accompagné d’un score de confiance qui permet d’apprécier la fiabilité de I’identification du

micro-organisme.

Lorsque I'identification ne donne pas un score satisfaisant, il peut étre nécessaire de
réaliser une extraction protéique soit directement sur la plaqgue MALDI-TOF car I’absence du

spectre signifie que les protéines cellulaires n’ont pas été libérées pour étre ionisées.

Les spectres obtenus peuvent varier en fonction des conditions expérimentales et
également parfois en fonction des sous-espéces ou des souches étudiées a I’intérieur d’une
méme espéce. Les conditions expérimentales influant sur la qualité des spectres sont le délai de
culture, le milieu de culture utilisé, le type et la qualité du dépot et/ou de I’extraction protéique

et ’appareil MALDI-TOF utilisé (Carbonnelle et al., 2007 ; Walker et al., 2007).

Nous avons étudié la précision et la faisabilité de la spectrométrie de masse (MALDI-
TOF MS) pour I’identification des bactéries lactiques au niveau de l'espéce. Les souches qui
ont été identifiés comme appartenant au genre Enterococcus, Lactobacillus et Leuconostoc ont
donné les mémes résultats par MALDI-TOF. Suite a cette identification par une méthode

protéomique, des souches isolées, on peut résumer 1’ensemble des résultats dans le tableau 12.




Chapitre Il : Caractéristiques microbiologiques des échantillons de lait de brebis

Tableau 12 : Identification des bactéries lactiques par MALDI-TOF

o Score de o Score de
Souche Identification . Souche Identification .
confiance confiance
BNF1.A2 | Lb. paraplantarum 1.714 BME1.A2 En. durans 1.830
BNF1.A3 Lb. plantarum 1.857 BME1.B1 En. durans
BNF1.A5 Lb. plantarum 1.831 BMEL1.B5 Aucun spectre trouvé
BNF1.A7 Lb. plantarum 1.841 BME1.E1 En. durans 1.938
BNF1.A8 Lb. plantarum 1.927 BME2.A2 Aucun spectre trouvé
BNF2.A6 | Aucun spectre trouvé BME2.D4 Aucun spectre trouvé
BNF2.A8 | Aucun spectre trouvé BMA1l.Al En. durans
Ln. mesenteroides ssp.
BNF2.B1 | Aucun spectre trouvé BMAL1.A2. mesenteroides 1.718
BNF2.F2 | Aucun spectre trouvé BMAL.C9 Aucun spectre trouvé
Ln. mesenteroides ssp.
BNF3.A4 | Aucun spectre trouvé BMAL1.A5 dextranicum 1.778
BNF3.B1 | Aucun spectre trouvé BMA2.A2 En. durans 1.817
Ln. mesenteroides ssp.
BNF3.B5 En. durans 1.742 BMA2.B1 dextranicum 1.717
BNF3.C3 En. durans 1.819 BMAZ2.C3 En. durans 1.821
Ln. mesenteroides ssp.
BNF3.D4 .
En. durans 1.713 BMA2.E3 dextranicum 1.956
BNF3.G3 En. durans 1.918 BMA2.F2 En. durans 1.860
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Au cours des derniéres années la spectrométrie de masse (MALDI-TOF MS) a
révolutionné l'identification systématique des bactéries. L'identification rapide et fiable & 92%
des bactéries associées a des aliments, en particulier, l'identification de bactéries lactiques
impliquée dans la production d'aliments fermentes est d'une importance cruciale pour la qualité
du produit (Doan et al., 2012 ; Pavlovic et al., 2013). Les bactéries lactiques peuvent étre
identifiées en utilisant MALDI-TOF MS.

L'utilisation des entérocoques dans lindustrie alimentaire est de plus en plus
controversée, car ils sont aussi considérés comme des marqueurs de contamination fécale et
sont impliqués dans le développement des infections nosocomiales (Aguilar-Galvez et al.,
2012). Cependant, une dominance du genre Enterococcus a été enregistrée, avec une
confirmation d’identification par la technique MALDI-TOF. En. durans. En. faecium et En.
faecalis sont les espéces les plus courantes d’entérocoques présentes dans les produits laitiers
au lait cru (Goli¢ et al., 2013 et Vidojevic et al., 2014).

Aussi, nous avons identifié les souches Lb. plantarum et Lb. paraplantarum isolées a
partir d’un échantillon BNF1. Nos résultats corroborent avec les résultats obtenus par Patil et
al. (2018) qui ont identifiés a partir du lait de brebis, les especes Lb. plantarum, Lb. rhamnosus

et Lb. acidophilus par la méthode de séquencage de 'ARNr 16S.

Les sous especes Ln. mesenteroides ssp. mesenteroides et Ln. mesenteroides ssp.
dextranicum ont été isolées a partir des échantillons BMAL et BMA2. Les Leuconostoc sont un
genre trés important de bactéries lactiques pour le développement de propriétés organoleptiques
souhaitables dans les produits laitiers finaux. Bien qu'ils aient une acidification et une activité
protéolytique médiocres, ils produisent du diacétyle, de l'acétate et de I'éthanol contribuant a la

saveur finale (Pederson et al., 2013).
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1. Production des exopolysaccharides

La diversité des bactéries lactiques dans le lait et les produits laitiers est liée a plusieurs
facteurs, tels que I’espéce, la race, le régime alimentaire et I’environnement du troupeau. Certaines
bactéries lactiques produisent des polymeres de sucre extracellulaires appelés EPS. Ces derniers
participent dans I’amélioration de la texture et de la viscosité du produit fini, agissant comme

émulsifiants, épaississants, stabilisants, caractéristiques essentielles dans 1’industrie laitiére (Fguiri
et al., 2016).

Parmi les 84 souches isolées a partir des échantillons de laits de brebis, la production des
exopolysaccharides a été observée chez seulement 11 souches isolées principalement a partir des
deux échantillons de lait collectés dans la région de Mascara, BMAL et BMA2 (Tableau 13). Toutes
les souches appartenant au genre Leuconostoc et 2 souches appartenant au genre Enterococcus se

sont ont avérées productrices des EPS dont les colonies étaient larges et gluantes.

Nos résultats corroborent avec ceux apportés par Maina et al. (2008), qui ont montré que
plusieurs souches de Leuconostoc (Ln. mesenteroides et Ln. citreum) sont connues pour produire
des exopolysaccharides, qui sont principalement des dextranes ce qui est le cas des trois especes Ln.
mesenteroides ssp. dextranicum (BMAL1.A5, BMA2.B1 et BMA2.E2) (Figure 31).
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Ces derniéres années, les ESP produits par les bactéries lactiques attirent de plus en plus
I’attention en raison de leur qualité alimentaire GRAS. La capacité de générer des EPS est considérée
comme une caractéristique importante des bactéries lactiques utilisées dans les produits laitiers
principalement les yaourts, car les produits lisses et crémeux sont plus attrayants pour les
consommateurs ; ainsi, la production des EPS est une caractéristique clé a prendre en considération

pour la sélection de bactéries lactiques non starter (Franciosi et al., 2009).

D’un point de vue sanitaire, la production des EPS par les bactéries lactiques a recu une
attention accrue en raison de ses propriétés immunogénes (Domingos-Lopes et al., 2017). En effet,
I’adhérence au mucus intestinal humain et la formation de biofilms sont également médi€s par les
EPS produits par les bactéries lactiques et sont liées a I’abaissement du cholestérol, a
I'immunomodulation et aux effets antitumorogénes (Guidone et al., 2014). Pour une production
plus élevée des EPS, le milieu doit étre supplémenté par des quantités considérables de source de
carbone. Cependant la température et le pH peuvent affecter la production d’EPS (Ferrari et al.,
2016).

2. Production de composés aromatiques (diacetyle)

L'une des caractéristiques les plus importantes des bactéries lactiques est leur capacité a
synthétiser le diacétyle (butane 2,3-dione), responsable du développement des ardmes dans les
aliments fermentés, et d'autres molécules (par exemple, CO2, aldéhyde, acide acétique ...) formées
a partir de citrate par la voie pentose monophosphate chez les bactéries hétérofermentaires (certaines

Lactobacillus et Leuconostoc).

Certaines bactéries lactiques sont capables de produire des composés d’ardmes qui
participent aux qualités organoleptiques des fromages. La plupart des composés d’ar6me sont issus
du métabolisme du citrate, ’acétoine et le diacetyle sont les plus importants (Georgalaki et al.,
2002 ; Francois et al., 2007).

Dans les produits alimentaires fermentés, tels que les fromages, des saveurs distinctes sont
générées par la production microbienne de composés aromatiques. Par exemple, le diacétyle est un
composant essentiel de nombreux produits laitiers, et méme a de faibles concentrations, il fournit

une saveur typique et un ardme de beurre (Ferrari et al., 2016). Le diacétyle, dérivé du métabolisme
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du citrate, posséde une activité inhibitrice contre les pathogénes d’origine alimentaire et n’est pas

produit par tous les genres de bactéries lactiques (Thierry et al., 2015).

Dans notre étude, plus de la moitié des isolats 69 % (58/84) étaient capables de produire le
diacétyle (Tableau 13). La production de diacétyle a été observée chez la plupart des Lactobacillus
(11/15 souches soit 73 %). En accord avec nos résultats, Nikolic et al., (2008) ont également observé
qu’une forte proportion de Lactobacillus (paracasei) isolés des fromages de chévre ont la capacité

de produire du diacétyle.

En ce qui concerne les souches Enterococcus, 75% (45/60) des isolats produisent le diacétyle.
3 isolats peuvent étre considérés comme producteurs de diacétyle de haut niveau ; Lb. plantarum
(BNF1.A8) et deux Enterococcus (BNF2.B3 et BNF3.B5) (Figure 32).

En revanche, les Leuconostoc examinés, étaient faiblement producteurs de diacétyle 22%
(2/9). Ce résultat était en accord avec ceux de Nieto et al. (2010), qui suggéraient que les
Leuconostoc ont un faible pouvoir de production des ardmes. De plus, Garabal et al. (2008) ont
montré que les Lactobacillus facultativement hétérofermentaires produisent les plus grandes
quantités de diacétyle-acétoine dans le lait, tandis que les Leuconostoc produisent les plus faibles
quantités de diacétyle-acétoine dans le lait acidifié. Ceci corrobore les résultats obtenus dans notre

étude.

Figure 32 : Résultats du test de production du diacétyle par les bactéries lactiques
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3. Activité Protéolytique

La protéolyse est considérée comme étant I’évenement biochimique le plus important durant
la maturation fromagere. La qualit¢ du fromage est étroitement liée a I’activité protéolytique des

bactéries présentes dans le fromage.

Pendant la fermentation du lait, des enzymes protéolytiques produites par diverses bactéries
lactiques génerent des peptides biologiquement actifs et des acides aminés, qui contribuent au
développement de la saveur et la texture du produit laitier (Andic et al., 2014 ; Martinez-Cuesta et
al., 2001).

L’activité protéolytique est €également une caractéristique technologique importante chez les
bactéries lactiques puisqu’elle leurs confere la capacité de croitre efficacement dans le lait. Bien que
les bactéries lactiques ne soient pas considérées comme fortement protéolytiques, leur systeme
protéolytique est essentiel pour leur croissance dans le lait et contribue de maniere significative au

développement de la saveur dans les produits laitiers fermentés (Lopez-Kleine et Monnet, 2011).

La protéolyse pourrait également contribuer a prévenir les allergies fréequentes chez les
enfants de moins de 3 ans en raison d'une mauvaise digestion des protéines du lait, les caséines et la

R-lactoglobuline sont le plus souvent en cause (Pescuma et al., 2009).

La souche est dite protéolytique si elle présente une zone de lyse de diamétre compris entre 5
et 15 mm. Les résultats ont montré que les isolats étudiés ont contribué de maniére significative a
I’hydrolyse des protéines présentes dans le milieu a I’exception des souches BNF1.A7, BNF1.A10,
BNF2.B3, BNF2.C5 et BNF2.f1 (Tableau 13).

Les Lactobacillus ont révélé une activité protéolytique significative soit 13/15 positives. Nos
résultats corroborent avec les données rapportées par Badis et al., (2004) et Madrau et al. (2006)
qui ont montré que les Lactobacillus isolés du fromage traditionnel Pecorino Sardo et de lait de

chévre présentent une activité protéolytique importante.

En ce qui concerne le groupe Enterococcus, une activité protéolytique positive a été observée
chez 55/60 souches lactiques et 100% des bactéries appartenant au genre Leuconostoc ont présenté

une activité protéolytique positive (Figure 33).
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Figure 33 : Résultats de I’activité protéolytique

Cependant, il est a noter qu'une activité protéolytique élevée n'est pas toujours la
caractéristique la plus souhaitée pour une souche utilisée dans une culture non starter. En réalité, une
protéolyse excessive peut entrainer une production incontrélée de peptides amers et d'autres
composes indésirables, ou méme une hydrolyse excessive de la caséine, ce qui entrainerait

I’obtention d’un produit trop mou (Bonomo et Salzano, 2013).

La plupart de nos souches ont montré une activité protéolytique, ceci est fortement lié a la
composition primaire du lait. La quantité de protéine déja présente dans les laits examinés a
grandement favorisée cette activité, notant que le taux protéique des laits de brebis a été déterminé

et sa teneur était comprise entre 4,12 et 5,45 %.

Les bactéries lactiques avec un pouvoir protéolytique élevé sont utilisées dans I’affinage des
fromages a pate dure par opposition aux fromages frais non affinés pour lesquels les cultures starter
avec faible taux protéolytique sont favorisées. Les cultures starter a faible activité protéolytique sont

de méme utilisées pour affiner les fromages semi dures pendant 2 a 3 mois.
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4. Activité lipolytique

Bien que les bactéries lactiques possedent généralement une faible activite lipolytique, la forte
concentration de bactéries lactiques sur une période de maturation peut entrainer la génération
d'acides gras libres, qui sont des précurseurs de composés aromatiques ; par conséquent, une faible
activité lipolytique est considérée comme un trait avantageux et important pour la production de
fromage (Nieto-Arribas et al., 2010). Une lipolyse excessive peut générer un golt amer et rance

dans le fromage (Monfredini et al., 2012).

Gobbetti et al. (2015) ont déclaré que, par rapport aux bactéries starter, les génomes de
bactéries lactiques non starter possedent un plus grand nombre de genes lié au catabolisme des acides

gras libres. Cette caractéristique est tres recherchée pour la maturité de fromage.

Pour le présent travail, nous nous sommes intéressés a I’activité lipolytique chez les bactéries
lactiques isolées a partir de lait de brebis sur un milieu contenant un substrat naturel d’une part (Huile
d’olive) et d’autre part, sur un milieu contenant un substrat artificiel (Tween 80) (Tableau 13). Les
souches qui dégradent le substrat lipidique sont entourées d’un halo transparent autour de la colonie

(Figure 34).

Les résultats obtenus des souches testées varient d’un substrat a un autre. Les lactobacilles
montrent une activité lipolytique significative en présence d’huile d’olive par rapport au Tween 80,
en effet 9/15 des souches Lactobacillus dégradent I’huile d’olive. Sur le milieu additionné au Tween
80, seulement les deux especes Lb. plantarum BNF1.A3 et BNF1.A7 présentent une activité
lipolytique, ce résultat est similaire avec ceux rapportés par Pérez et al. (2003) et Nieto-Arribas et
al. (2010) qui ont montré que les Lactobacillus isolés a partir de fromage de Tenerife et de fromage
Manchego, ne présentent aucune activité lipolytique, les souches avaient été cultivées sur gélose a la

tributyrine.
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En ce qui concerne les isolats appartenant au genre Enterococcus, 35/60 ont présenté une
activité lipolytique positive sur milieu additionné d’huile d’olive et 38/60 isolats sur milieu
additionné de Tween 80. En effet, Les entérocoques sont décrits comme étant les principaux genres

contribuant & la lipolyse dans les fromages (Giraffa, 2003).

Figure 34 : Résultats de ’activité lipolytique

Contrairement aux genres bactériens cités précédemment, les Leuconostoc ne sont pas
lipolytiques vis-a-vis de I’huile d’olive a 3%. Aucune activité lipolytique n’a été détectée autour des
colonies a I’exception de la souche BMA2.E2 (Ln. mesenteroides ssp. dextranicum), ce qui montre
leur inaptitude a dégrader I’huile d’olive. En revanche, ils dégradent parfaitement le Tween 80 a 3%

puisque 7/9 des souches ont montré une activité lipolytique.

Les résultats obtenus a ce stade de I’é¢tude nous permettent de conclure que Iactivité

lipolytique des souches testées dépend de la nature du substrat lipidique additionné au milieu MRS.

En général, les souches étudiées ont répondu presque de la méme maniere sur les deux
substrats utilisés, que ce soit le substrat naturel (I’huile d’olive) ou synthétique (Tween 80). Ce
résultat pourrait s’expliquer par le fait que les isolats sont habitués & une telle concentration de
matiere grasse, vue le taux de lipides dans les laits de brebis a partir desquels les bactéries lactiques
ont été isolées et qui était compris entre 6,80 % et 11,49 %. Cependant seuls les entérocoques ont

montré des résultats tres proches dans le cas des deux sources lipidiques.
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5. Pouvoir acidifiant

La production d’acide lactique est I'une des principales fonctions désirées chez les bactéries
lactiques car cet acide organique permet de concentrer et de conserver la matiere seche du lait, en
intervenant comme coagulant et aussi comme antimicrobien (Schmidt et al., 1994). L’acidité dans

les produits laitiers est communément exprimée en degré Dornic (1 °D = 0,1 g/l d’acide lactique).

Les résultats obtenus de la cinétique d’acidification des 16 souches étudiées (10
Enterococcus, 3 Lactobacillus et 3 Leuconostoc) révelent une diversité en pouvoir acidifiant aprées
24 h de croissance bactérienne dans le lait accompagné d’un abaissement du pH du milieu. Voir

figure 35.

En ce qui concerne le groupe d’Enterococcus, les souches ont montré la capacité
d’acidification la plus ¢€levée en développant une quantité d’acide lactique trés importante apres 24
h d’incubation. L’ensemble des souches testées donne des valeurs d’acidification entre 5.50 et 6.30
g d’acide lactique /1 de lait, a I’exception de BNF3.G3, BME1.A2 et BME1.E2 qui se démarquent en
produisant une quantité d’acide lactique qui dépasse 7.0 g d’acide lactique /1 de lait. Un maximum
d’acide lactique a été produit par ’espéce En. durans (BME2.D4) avec une quantité de 8.6 g d’acide
lactique/l de lait. La souche BME2.C2 s’avére la plus faible avec un taux d’acidification qui ne
dépasse pas les 4 g d’acide lactique/l de lait aprés 24 h d’incubation. En ce qui concerne la diminution

de pH, les valeurs atteintes sont entre 5,78 et 5,01 apres 24 h d’incubation.

La souche BME2.D4 (Enterococcus) qui a présenté l'activité d'acidification la plus élevée ne
présentait pas d’activité protéolytique importante ; ce résultat a également été rapporté par d'autres
études (Nieto-Arribas et al., 2009 ; Fguiri et al., 2016). Tous les résultats indiquent qu’il n’y avait
pas de chevauchement entre les isolats avec l'activité acidifiante la plus forte et ceux avec I’activité
protéolytique la plus élevée, notre résultat est similaire a d'autres études rapportées par Nieto-
Arribas et al. (2009) ; Durlu-Ozkaya et al. (2001).
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La production d’acide lactique par les souches appartenant au genre Lactobacillus était faible
sauf I’espéce Lb. plantarum (BNF1.A3) qui a présenté une activité acidifiante modérée soit 4,9 ¢
d’acide lactique /1 de lait aprés 24 h d’incubation par rapport aux souches BNF1.AS5 (Lb. plantarum)
et BNF2.A6 (Lactobacillus) ou la quantité d’acide lactique produite était de 3,7 g d’acide lactique /I
de lait et 3,5 g d’acide lactique / 1 de lait apreés 24 h d’incubation. Ce groupe de bactéries lactiques
métabolisent lentement le lactose. En outre, Ma et al. (2012), ont montré qu'aucune des souches de
Lactobacillus isolées a partir de laits fermentés artisanaux chinois n'était caractérisée comme
productrice d'acide rapide car ils n‘ont pas abaissé le pH en dessous de 5,3 en 6 h, ce qui est le cas de
nos souches ou le pH ne descend pas en dessous de 6 aprées 12 h d’incubation et ne dépasse pas 5,88

apres 24 h d’incubation.

Ainsi, il semble que la production d’acide lactique par les souches Leuconostoc était
significativement la plus faible par rapport aux deux autres genres étudiés. La capacité d’acidification
¢tait de 'ordre de 3.4 g d’acide lactique /I de lait et 2.9 g d’acide lactique /I de lait pour BMA1.C9
(Leuconostoc) et BMA2.E2 (Ln. mesenteroides ssp. dextranicum) respectivement. La souche
BMAL.E1(Leuconostoc) se démarque en produisant une quantité d’acide lactique plus élevée par
rapport aux deux autres souches citées précédemment soit 5,6 g d’acide lactique /1 de lait. En
parallele, les valeurs de pH atteintes avec ces souches oscillent entre 6,13 et 5,60 aprés 24 h

d’incubation.

Dans les produits fermentés, la chute rapide du pH, qui est causée par l'activité des cultures
de démarrage (starters) et d'appoint, conduit a une augmentation de l'acidité et de la consommation
de lactose. Ce phénoméne a un impact sur les caractéristiques microbiologiques des produits laitiers
fermentés et la durée de conservation du produit. C’est pourquoi, dans les produits laitiers fermentés,
la chute rapide du pH est cruciale. L'acidification rapide aide au drainage du lactosérum, inhibe la
croissance de la plupart des agents pathogenes, et crée I’environnement biochimique nécessaire a
lactivit¢ des enzymes protéolytiques et lipolytiques pendant I’affinage, ce qui garantit le

développement du profil aromatique typique du fromage (Tilocca et al., 2020).
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Le pouvoir acidifiant des souches lactiques demeure 1'une des propriétés métaboliques les
plus recherchées vu son intérét en technologie laitiére. Il semble que toutes les souches Lactobacillus
et Leuconostoc peuvent pousser dans le lait avec un faible taux d'acidification. Cela pourrait étre un
trait souhaitable pour une utilisation en tant que probiotiques ou cultures fonctionnelles, car apres
leur addition, ces souches n'acidifient pas davantage le produit. En conséquence, la production d'acide
lactique donne aux bactéries lactiques un avantage concurrentiel, leur permettant de dominer la
culture. L'acide lactique donne le golt amer du fromage frais et joue un role dans la formation du

caillé.

La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus recherchée des bactéries
lactiques utilisées dans les industries alimentaires. Elle se manifeste par la production de I’acide
lactique a partir de la fermentation des hydrates de carbone au cours de la croissance bactérienne
(Mayra-Makinen et Bigret, 2004 ; Monnet et al., 2008).




Chapitre 111 : Propriétés technologiques des bactéries lactiques

20
10

100

Pouvor acidifiant des Lactobacillus

Oh 2h 4h 6&6h 8h 10h 12h 24h

———BNF1.A3 =—=BNFl.A5 =—=BNF2AG

Pouvor acidifiant des Leuconostoc

Oh 2h 4h 6h 8h 10h 12h 24h

= BMAL.CY =——=BMAlE] =—phii2E2

Pouvorr acidifiant des Enterococcus

Oh 2h 4h o6h 8h 10h 12h 24h

HBARFIHY ———BNFICS BMFI G BMAZ 3

——— BMELAZ BMEL Bl BME! E} =———BME2A
BME2.C2 BME2 DM

6.4
6,3
6,2
6,1

59
5.8
57
5.6
53

6.6
6,4
6.2

58
5.6
5.4
52

pH des Lactobacillus
Oh 2h 4h 6h 8h 10h 12h 24h
e BNF|.A3 ====BNF].AS ====BNF2.AG

pH des Leuconostoc

Oh 2h 4h 6h 8h 10h 12h 24h
BMA1.CY =mmmBMA1E] semBMA2E2
pH des Enterococcus
= == — T
-
= s
OH 2H 4H  6H BH 10H 12H 24H
BhFi N BxFIC3 HMEIGE BALAL L3
BMEL.A2 BME1.BI BMELE2 BMEZ.A2
=———BME2.(} =BME2.IM

Figure 35 : Pouvoir acidifiant et le potentiel d’hydrogéne des 16 souches lactiques.
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6. Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne, des bactéries lactiques isolées contre E. coli et P. aeruginosa, est
présentée dans le tableau 13. La capacité des isolats a inhiber les bactéries indicatrices pathogénes
variait selon 1’isolat lactique et I’organisme indicateur. Les résultats indiquent que nos bactéries

lactiques étaient capables de synthétiser des substances ayant une activité antimicrobienne.

L’ensemble des souches lactiques étudiées n’a pas présenté le méme spectre d’action vis-a-
vis des deux agents pathogenes testés. La majorité des souches sont actives contre E. coli par rapport
a P. aeruginosa. L’inhibition est moins intense mais toujours significative (P < 0.05) contre P.
aeruginosa. Les résultats montrent que I’activité antimicrobienne des bactéries lactiques contre les

agents pathogenes est indépendante de I’espece et de I’agent pathogene indicateur.

Des zones d’inhibition maximales ont été produites contre E. coli et P. aeruginosa par les
souches lactiques allant d’un effet faible (1- 2 mm) de dimension du halo d’inhibition a modérée (2-
4 mm) jusqu’a élevée (>4 mm). Les isolats de lait de brebis ont montré une activité antagoniste faible
a modérée contre P. aeruginosa. Concernant les genres Lactobacillus et Enterococcus, des souches
se sont avéres avoir une activité antagoniste plus élevée contre les agents pathogeénes, il s’agit des
especes Lb. plantarum et En. durans. L’effet inhibiteur est plus ou moins faible pour les souches

Leuconostoc.

Concernant le genre Lactobacillus, tous les isolats lactiques ont montré une activité inhibitrice
contre les deux agents pathogenes testés par contre aucun surnageant ne s’est montré inhibiteur sauf

I’espéce Lb. plantarum qui a montré une inhibition modérée contre E. coli seulement.

L’effet inhibiteur chez les Leuconostoc a également été étudié dont on note que la plupart des
isolats testés ont montré une capacité a inhiber les deux souches indicatrices pathogenes a 1’exception
des trois espéces Ln. mesenteroides ssp. dextranicum (BMA1.A5, BMA2.B1 et BMA2.E1) qui n’ont

montré aucun effet inhibiteur contre E. coli et a P. aeruginosa
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La plupart des souches appartenant au groupe Enterococcus ont montreé leur effet inhibiteur
contre les deux agents pathogénes. L’espéce En. durans a fortement inhiber E.coli avec une zone
d’inhibition qui dépasse les 4 mm. Aucun surnageant n’a pu inhiber P. aeruginosa par contre 6

especes d’Enterococcus ont inhibé E. coli (Figure 36).

Figure 36 : Résultats de I’activité antagoniste contre E.coli

Les bactéries lactiques sont connues par la production d’une multitude de composés
antimicrobiens : les acides organiques, les bactériocines, le diacétyle et le peroxyde d’hydrogéne
(Titiek, 1996 et Aslem, 2010). Ainsi, ces données démontrent que l'activité antagoniste montrée
contre les agents pathogenes indicateurs permet l'application des bactéries lactiques étudiées comme
bioconservateurs dans la production de produits laitiers, augmentant leur durée de conservation.
L’activité antimicrobienne de ces bactéries lactiques était principalement due a la production d’un
ou plusieurs métabolites actifs au cours de leur croissance, tels que les acides organiques, le peroxyde

d’hydrogéne et les bactériocines.
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Tableau 13 : Résultats des activités technologiques des souches isolées

Activite Inhibition
| Production lipolytique o E. coli P. aeruginosa
Echantillon Code Production de Huile | Tween ACtIVIt_e Identification
des EPS protéolytique
diacétyle | d’olive | 80a Culture | Surnageant | Culture | Surnageant
a3% 3%

BNF1.Al - + + - + + - + - Lactobacillus

BNF1.A2 - + + - + + - + - Lb. paraplantarum

BNF1.A3 - + + + + + + + - Lb. plantarum

BNF1.A4 - + - - + + - + - Lactobacillus

BNF1 BNF1.A5 - + + - + + + + - Lb. plantarum
(10) BNF1.A6 - + - - + + - + - Lactobacillus
BNF1.A7 - + - + - + + + - Lb. plantarum

BNF1.A8 - - - - + + + + - Lb. plantarum

BNF1.A9 - - + - + + - + - Lactobacillus

BNF1.A10 - + + - - + - + - Lactobacillus

BNF2.A5 - - + + + + - - ND Enterococcus

BNF2 BNF2.A6 - + + - + + - + - Lactobacillus
(18) BNF2.A8 - + + - + + - + - Lactobacillus
BNF2.A9 - - + + + + - - ND Enterococcus
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BNF2.A10 + + - + + - + - Lactobacillus
BNF2.B1 + + - + + - - ND Enterococcus
BNF2.B3 + + - - + - - ND Enterococcus
BNF2.B4 + + + + + - - ND Enterococcus
BNF2.B5 + - + + - ND - ND Enterococcus
BNF2.C5 + + + - + - - ND Enterococcus
BNF2.D1 - - - + + - + - Lactobacillus
BNF2.D3 - - - + + - + - Lactobacillus
BNF2.D5 + - + + + ++ - ND Enterococcus
BNF2.D8 + - + + + - - ND Enterococcus
BNF2.D9 + - + + - ND - ND Enterococcus
BNF2.F2 + + - + - ND - ND Enterococcus
BNF2.f1 - + + - + - - ND Enterococcus
BNF2.f2 - + - + + - - ND Enterococcus
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Tableau 13 : Résultats des activités technologiques des souches isolées

Activité Inhibition
| Production lipolytique L E. coli P. aeruginosa
Echantillon Code Production de Huile | Tween ACtIVIt_e Identification
des EPS protéolytique
diacétyle | d’olive | 80a Culture | Surnageant | Culture | Surnageant
a3% 3%

BNF3.A2 - + + + + + - + - Enterococcus

BNF3.A3 - + + + + + ++ + - Enterococcus

BNF3.A4 - + - + + + ++ + - Enterococcus

BNF3.B1 - + - + + - ND - ND Enterococcus

BNF3.B2 - - - + + - ND + - Enterococcus

BNF3.B5 - - + - + + - + - Enterococcus

BNF3 BNF3.C2 - + + - + - ND - ND Enterococcus
(21) BNF3.C3 - + + - + + - + - Enterococcus
BNF3.C4 - + - + + - ND + - Enterococcus

BNF3.C6 - + + + + + - - ND Enterococcus

BNF3.D4 - + + + + + - + - Enterococcus

BNF3.D5 - + + - + + - - ND Enterococcus

BNF3.F1 - + + + + + - - ND Enterococcus

BNF3.F2 - - - - + - ND + - Enterococcus
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BNF3.F3 - - + + - ND + - Enterococcus
BNF3.F4 + - + + + - + - Enterococcus
BNF3.F5 + + - + + - + - Enterococcus
BNF3.G1 + + - + + - - ND Enterococcus
BNF3.G2 + + - + - ND + - Enterococcus
BNF3.G3 + + - + - ND - ND Enterococcus
BNF3.G4 + + + + + - - ND Enterococcus
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Tableau 13 : Résultats des activités technologiques des souches isolées

Activité lipolytique E. coli - P. aeruginosa
Echantillon Code PmduEC;':n des PrZ?:Ccétt';; e Hule [ pr:éc:;;':i:ue Identification
d’olive 53% Culture Surnageant Culture Surnageant
a 3%

BME1.A2 - + + + + + + - ND En. durans
BME1.A3 - + - + + + - + - Enterococcus
BME1.A3.1 - + + - + - ND - ND Enterococcus

BME1.B1 - - - + + + - - ND En. durans
BMEL (8) BMEL1.B5 - + + + + - ND + - Enterococcus
BME1.B6 - - - + + - ND - ND Enterococcus
BME1.E1 - + - - + + - - ND Enterococcus

BME1.E2 - - + - + + - - ND En. durans
BME2.Al - + + - + - ND - ND Enterococcus
BME2.A2 - + + - + - ND + - Enterococcus
BME2 (8) BME2.A3 - + + - + - ND + - Enterococcus
BME2.A4 - - - - + - ND + - Enterococcus
BME2.B2 - + - + + ++ ++ - ND Enterococcus
BME2.C2 - + - + + - ND - ND Enterococcus

BME2.D1 - + - + + - ND - ND En. durans
BME2.D4 - + - - + + ++ - ND Enterococcus
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Tableau 13 : Résultats des activités technologiques des souches isolées

Activité Inhibition
| Production lipolytique o E. coli P. aeruginosa
_ Production _ Activiteé o
Echantillon Code de Huile | Tween o Identification
des EPS o protéolytique
diacétyle | d’olive | 80 a Culture | Surnageant | Culture | Surnageant
a3% 3%

BMAL.Al - - + + + + - + - En. durans
BMAL A2 + + ) + + ) ND ) ND Ln. mesenteroides
' ssp. mesenteroides
+ + ND ND Ln. mesenteroides

BMAL.A5 - - + - - _

BMAL (6) ssp. dextranicum
BMAL.C9 + - - + + + - + - Leuconostoc

BMAL.E1 + - - - + + - + - Leuconostoc

BMAL.E3 + - - - + + - - ND Leuconostoc
BMA2.Al - - + + + + - - ND Enterococcus

BMA2.A2 + - + + + + - - ND En. durans
BMA2.A3 - - + + + + - - ND Enterococcus
+ ND Ln. mesenteroides

BMAZ2 (13) | BMA2.B1 + + - + - ND - )

ssp. dextranicum

BMA2.B2 + - - + + - ND - ND Leuconostoc

BMA2.C3 + + - + + + - + - En. durans
BMA2.D1 - + - + + - ND - ND Enterococcus
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BMA2.D2 - + - + + + - - ND Enterococcus
BMA2.D3 - + - + + + - - ND Enterococcus
BMA2.D4 - + - + + + - + - Enterococcus
BMA2.E1 + + - + + + - + - Leuconostoc
BMA?2 E2 + ) + + + + ) - ND Ln. mesenteroides

ssp. dextranicum
BMA2.F2 - + - + + - ND - ND En. durans

+ : résultat positif - : résultat négatif ND : Non déterminé
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Actuellement, les consommateurs du monde entier espérent que les aliments contenus
dans leur alimentation présentent certains avantages pour la santé. Dans ce contexte, le lait de
brebis et les produits a base de lait de brebis fermenté font désormais partie de la tendance
actuelle de l’alimentation saine. Par conséquent, la recherche de nouvelles bactéries qui
augmentent les caractéristiques sensorielles des produits laitiers de brebis est essentielle.

Les objectifs de cette these étaient d’étudier les parametres physico-chimiques et
microbiologiques de sept echantillons de lait de brebis collectés dans les régions de Mascara,
Mechria et Tiout (Nadma). Trois volets ont été abordés, dans le premier nous nous sommes
intéressés aux proprietés physico-chimiques de nos échantillons de lait. Dans le deuxieme volet
la flore microbienne a été déterminée par des méthodes microbiologiques. Enfin, dans le
troisieme volet la flore lactique a été isolée puis identifiée par des méthodes microbiologiques
et pour certains isolats par une methode proteomique. Cette derniére partie de notre travail a éte
finalisée par I’étude d’activités technologiques d’un échantillon de bactéries lactiques parmi

celles qui ont été isolées puis identifiées.

Dans la premiére partie de notre travail, les résultats des parametres physico-chimiques
étaient proches des normes retenues pour le lait de la méme espéce et elles sont de variation
normale dépendante de plusieurs facteurs tels que : la race, la période de lactation, I’apport
alimentaire, la saison, I’environnement et I’état de santé des brebis. En revanche, une forte
teneur en proteines et en matieres grasses a eté enregistrée dans les laits BME1 et BME2
prélevés dans la région de Mecheria. Ces deux laits pourraient étre de bons substrats pour une

production fromagere si la production peut étre maitrisée a un niveau appréciable.

Dans la suite de notre travail, la qualité microbiologique a été aussi étudiée. La
contamination du lait par les agents pathogénes comme Staphylococcus aureus était importante
dénotant un manque de respect des bonnes pratiques et traduit certaines carences dans
I’encadrement des éleveurs, le non-respect des mesures d’hygiéne et des conditions d’élevage,

en particulier celles liées a la propreté des animaux et leur environnement.

Le dénombrement bactériologique des bactéries pathogenes a montré que les laits
BMAL et BMA2 de la région de Mascara ont été fortement contaminés. Ceci pourrait réduire

la qualité nutritive et les possibilités de transformation. En I’occurrence, la vulgarisation des
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bonnes pratiques d’élevage tout en insistant sur les conditions d’hygiéne des animaux et de leur

environnement sera nécessaire.

Les laits de brebis peuvent abriter une riche source de diverses bactéries lactiques aux
propriétés fonctionnelles intéressantes. Dans ce qui suit, les bactéries lactiques ont été isolées
et identifiées avec succes afin de mieux connaitre la population bactérienne indigene des laits
de brebis collectés d’une part et d’évaluer leur potentiel technologique d’autre part. Un souchier
de 84 bactéries lactiques a été élaboré. Dans sa composition le genre Enterococcus était le plus
dominant avec 60 souches suivit du genre Lactobacillus 15 souches et Leuconostoc 9 souches.

L’identification phénotypique de ces isolats a été réalisée en utilisant des méthodes
classiques de microbiologie et une confirmation par une identification moléculaire de quelques
souches par la méthode MALDI-FOF a été effectuée. Les résultats d’identification obtenus par
les différentes methodes, ont aboutis a un résultat similaire, ce qui confirme la pertinence de la

méthodologie suivie.

La dernicre partie de la thése a porté sur I’étude du potentiel technologique des bactéries
lactiques isolées. Sur la base de cette caractérisation, 11 isolats ont présenté des capacités de
production des exopolysaccharides principalement les souches BMA1.A5, BMA2.B1 et
BMAZ2.E2 appartenant a 1’espéce Ln. mesenteroides ssp. detranicum. La production de
diacetyle a été observée chez 58 de bactéries lactiques appartenant aux 3 genres Enterococcus,
Lactobacillus et Leuconostoc. La mise en évidence des activités protéolytiques et lipolytiques
chez les 84 isolats lactiques a montré que la majorité des souches sont productrices de protéases
et de lipases quel que soit le substrat lipidique utilisé soit naturel (I’huile d’olive) ou artificiel
(le tween 80). Cependant, pour cette derniere activité, certaines souches ont montré des
aptitudes différentes selon la source de lipides (I’huile d’olive ou le tween 80). Pour ce dernier

résultat, il serait intéressant de déterminer les causes de cette différence de comportement.

Parmi les souches sélectionnées pour le pouvoir acidifiant, les isolats BNF3.G3,
BME1.A2, BME1.E2 et BME2.D4 ont montré la capacité d’acidification la plus élevée en
développant une quantité d’acide lactique trés importante aprés 24 h d’incubation. Ces isolats

pourraient étre proposés dans la fabrication des fromages et des produits fermentés.
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Un autre point trés intéressant de nos résultats est la forte activité antimicrobienne des
bactéries lactiques principalement les souches appartenant au genre Enterococcus qui ont

montré un effet inhibiteur intéressant contre les agents pathogénes principalement E. coli.

Dans le cadre de I’étude réalisée, Certains travaux méritent d’étre poursuivis dans le

cadre des perspectives suivantes :

v' Le lait de brebis est une excellente source de nutriments et est principalement utilisé
pour la production de fromage en raison de sa teneur élevée en solides totaux,
contribuant a un rendement élevé en fromage. Cependant, les bénéfices fonctionnels
de cette matrice alimentaire restent inexplorés par I’industrie laitiéere en Algérie. Il
serait intéressant de déterminer le potentiel des différentes races ovines sur le plan
génétique, dans la production laitiere en quantité et en qualité dans le but de mettre
sur pied et de promouvoir une industrie de transformation laitiere ovine (fromage,
yaourt et autres desserts laitiers). Il serait aussi intéressant de définir un régime
alimentaire ovin capable d’assurer les qualités d’un lait destiné a une production
fromagére. Enfin définir des normes pour assurer la mise en place d’élevages sains

pour une production laitiére de bonne qualité nutritionnelle et microbiologique.

v Une forte variabilité de certains caracteres technologiques pertinents a été observée.
Parmi les isolats, des souches ont montré une activité protéolytique et lipolytique
modérée, une production de diacétyle et d’exopolysaccharides. La détermination des
parametres physico-chimiques (température, pH...) permettrait de mieux cerner ces
activites. En effet, certaines de ces caractéristiques technologiques pourraient étre a
la base de différentes applications comme par exemple dans la fabrication des produits
laitiers fermentés notamment le fromage. Il serait aussi intéressant de compléter les
travaux de cette thése en étudiant les propriétés bénéfiques des bactéries lactiques

isolées a partir de lait de brebis afin d’envisager une application probiotique.
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v D’autres travaux de recherches sont nécessaires, pour mieux évaluer la capacité des
isolats & inhiber d’autres agents pathogénes mais aussi déterminer la nature des agents

responsables des inhibitions observeées.

v Bien que plusieurs moyens d’identification bactérienne en utilisant des méthodes
classiques restent toujours d’actualité, ils ne sont pas toujours déterminants. Pour cela
une identification moléculaire des bactéries lactiques par le séquencage des genes des
ARN; 16S dont l’intervalle de confiance est estimé & 98% est souhaitable car
I’identification par MALDI-TOF reste slre qu’a 92%. En effet les applications

alimentaires imposent une identification rigoureuse.
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Annexe 1 : Données climatiques des zones étudiées

Printemps 2015 Eté 2015 Automne 2015 Hiver 2016
Mois
Mars Awril Mai Juin Juillet Aout Septembre Octobre Novembre | Décembre Janvier Février
Région
Mascara
11.6 18.1 21.6 235 29.9 28.8 23.3 19.6 13.4 12.2 11.8 11.9
T(°C)
Précipitations
6.0 - 4.3 10.7 - - 10.0 8.1 10.3 - 9.5 6.9
(mm)
Mecheria
10.9 18.9 21.9 23.5 29.2 28.5 23.2 18.7 11.1 9.1 10.2 10.1
T (°C)
Précipitations
2 - 2.7 2.7 - 14.9 4.2 7.8 3.0 - 1.0 3.2
(mm)
Tiout (Naama)
12.1 20.2 23.4 25.5 29.6 29.2 24.8 19.8 12.7 9.4 10.7 11.1
T (°C)
Précipitations
2.5 - 2.0 2.3 - 3.0 3.8 15.3 4.0 - 10.0 3.0
(mm)
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Annexe 2 : Résultats de I’enquéte menée sur les différentes zones de prélevement de lait

Questionnaire

Zones de prélevement

, n Naédma Mecheria Mascara
d’enquéte
Exploitation 1 Exploitation 2 Exploitation 3 Exploitation 1 Exploitation 2 Exploitation 1 Exploitation 2
Race Ouled-Djelel Demane Demane Hamra (Daghma) | Hamra (Daghma) Ouled-Dijelel Ouled-Djelel
Taille du 16 130 125 123 100 37 38
troupeau
Fourrage sec, Fourrage sec, Fourrage sec, Fourrage sec Fourrage sec
concentre (orge, concentré (orge, concentré (orge, | Concentré ONAB | Concentre ONAB concent?é (o ’e concent?é (or ’e
son) son) son) Orge broyé Orge broyé . ge, X ge,
. . A . A . A .. A A son, mais et soja) | son, mais et soja)
Alimentation Paturage (prairie Paturage (prairie Paturage (prairie | paturage (Helfaet | paturage (Helfaet | . - A -
_ _ _ : . Paturage (prairie | Paturage (prairie
naturelle : luzerne, | naturelle : luzerne, | naturelle : luzerne, armoise) armoise) . .
. . . . . . . . naturelle) avoine | naturelle) avoine
armoise et avoine) | armoise et avoine) | armoise et avoine) Foin sec Foin sec : .
i . . et paille et paille
Paille Paille Paille
andwte Extensif Extensif Extensif Extensif Extensif Extensif Extensif
d’élevage
OE),JeCt'f de Viande Viande Viande Viande /lait Viande / lait Viande Viande
I’élevage
Intermédiaire
Hvaiéne du (manque Sale
yg Propre Propre Propre Intermédiaire Intermédiaire d’entretien (Hygiene
troupeau : 8
animaux et négligée)
bergerie)
Nombre de téte 4 35 50 65 45 4 7
en lactation
Duree_de 3 mois 3 a4 mois 3 a4 mois 3 mois 3 mois 3 mois 3 mois
lactation
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Périodicité de la

traite Occasionnellement | Occasionnellement | Occasionnellement | Quotidiennement | Quotidiennement Jamais Jamais
Technique de la
trgite Manuelle Manuelle Manuelle Manuelle Manuelle - -

Destinée du lait
produit

Autoconsommation

Autoconsommation

Autoconsommation

Autoconsommation

Autoconsommation




Annexe 2 : Fiche d’enquéte

Annexes

Fiche d’enquéte « Eleveur »
Lieu-dit : .....ooooii

A- informations générales

1- Profile de I’éleveur
o Eleveur propriétaire
o Berger
O Les deux

2- Niveau d’instruction de I’éleveur
Aucun

Primaire

Moyen

Lycien

Universitaire

Oooooad

3- Taille du troupeau
o -100
o 100-300
o 300-1000 et plus

4- Age moyen des troupeaux
1-2 ans
3-4 ans
4-6 ans
+ 6 ans

Ooooao

5- Objectifs de I’élevage (par ordre)
o Viande
o Lait
o Autre

6- Mode d’élevage
o Intensif
o Extensif

B- Races ou variétés ovines élevées

o Une race
o Deux races
o Plusieurs
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C- Batiments

1- Elevage
o Pature
o Batiment
o Mixte

2- Hygiéne du batiment
o Propre
o Intermédiaire
o Sale

D- Alimentation

o Nature et type de fourrage
o Nature de I’aliment concentré

E- La traite

1- Périodicité de la traite
o Quotidiennement
o Périodiquement
o Occasionnellement

2- Période de la traite
o Matin
o Soir

3- Technique de la traite
o Manuelle
o Automatique

4- Les premiers jets sont éliminés
o Oui
o Non

5- Le lait
v" Quantité produite :
v Destinée du lait produit :  * autoconsommation

* vendu

* transformé en produits dérivés
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X/
°e

Annexe 3 : Compositions des milieux de culture utilisés

Milieu MRS (Man, Rogasa et Sharpe) (pH 6,5)

= PEPIONE . 10 g
- EXtrait de VIANAE ........ooviiiiiiieie e 10¢g
- EXUrait de IBVUIE ... 5¢
= BIUCOSE . 209
= TWEEN 0.t 1mL
- Phosphate DIPOtasSIQUE .........cccooviiiiiieiiiiie e 29
- ACEtate de SOUIUM .....iiiiiiiiiie et 59
- Citrate d’ammONIUIN ......cccoruitrmireiiiiiee e e e e e 29
- Sulfate de MagNeSIUM, ... e 0,2¢g
- Sulfate de ManNQaNESE ... 059
s AL e e 159
- EQU dISHIHIEE GSP .ovvieiieieieiie e 1000 mL

e Le milieu est stérilisé a 121°C durant 15 min.

Milieu M17 (pH 7,2)

Peptone papainiqUe de SOJA ......cccvveeiveeiiieeeiiieesieeesieeseeesreeeseees eee e 59
Peptone pepsique de VIande ..........ccceevveiiire e e 2,50
Peptone trypsique de CASEINE .......cccvveeiveeerireeiieeeiieesiee e e erveeesaee e 2,5¢
EXtrait de VIande .........ccoveeiiieii e e 5¢
EXrait de IeVUIE ..ot e 2,5¢
Glycérophosphate de SOdIUM ...........coovviiiiiiiiie e e 199
Sulfate de magnésium, 7H20 .........cccoeeiiii i 0,259
ACIde aSCODIGUE ....eoveieiiiec e e 0,509
F oL = To - | P PPTPR PR TUUPPPRRRR 15¢
Eau diStillée gSQ ....vvveiieeiiie e e 950 mL

e Le milieu est stérilisé a 121°C durant 15 min.



Annexes

% Milieu Mayeux (Mayeux, Sandine et Elliker)

7

TIYPIONE. ..o 10,0 g
(C1] -1 AL TR 2540
Extrait autolytique de leVUre............oooveiiiiiiiie e 509
T (01 - 10 = 100,09
GIUCOSE. ...t r e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaas 500
Citrate de SOUIUML.......cooiiiiiiee e 109
AZide de SOTIUM ... 75,0 mg
Agar agar baCtériologiqUe...........cccoeveiieiiiieieee e 15,09
EaU AIStIIEE GSP wevveiieieeie e e 1000 mL

pH du milieu prét a 1’emploi a 25°C : 6,9 £ 0,2.

Le milieu est stérilisé a 121°C durant 15 min.

% Milieu Chapman

PEPIONE .o e 109
Extrait de boeuf ... ..o, 1lg
Chlorure de sOdium ....... .o, 759
D-mannitol ..... ... 10¢g
Rougede phénol ... 25 mg
N - T 159
Eau diStillée gSP ....vvveivieeiie e e 1000 mL

Le milieu est stérilisé a 121°C durant 15 min.

% Milieu Viande - Foie

Peptone viande-foie ..o 30,00 ¢
Sulfite de SOdIUM ... 2,50 g
GIUCOSE .. 2,009
Citrate ferrique ammoniacal .................cooiiiiiiiii, 0,509
Amidon soluble ....... ... 2,009
N - | R 11,00 g
Eau diStillEe gSP ....vveeiviieie e e 1000 mL

Le milieu est stérilisé a 121°C durant 15 min.
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% Milieu VRBL (Milieu Lactosée Biliée au Cristal Violet et au Rouge Neutre)

PEPLONE « ot 79
Extraitde levure ... 39
0. T (01 PP 109
Chlorure de sodium ... ..o, 59
Meélange sel biliaire ... 1549
Cristal Violet ... ..., 0,002 g
ROUQE NBULIE ...t 0,03¢g
AQAB-AGAN ..o\ttt 159
Eau distillée ... 1 000 mL

Le milieu est stérilisé a 121°C durant 15 min.

% Milieu OGA (Oxytetracycline-Glucose-Yeast Extract Agar)

EXtrait de IeVUIe ..o 5,00
GIUCOSE ..o e 20,00
N - T 12,00

pH final a 25°C : 7,0 £ 0,2

Le milieu est stérilisé a 121°C durant 15 min.

% Milieu TSA (Tryptone -Soja-Agar)

TP 0N .o e 1
Peptone papainiqUe de SOJa ........oviueireiriiie e
Chlorure de SOdIUM ...
AT e 1

pH final : 7,3 +£0,2
Le milieu est stérilisé a 121°C durant 15 min.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Potentiel_hydrog%C3%A8ne
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% Eau physiologique (pH 7)
Chlorure de SOQIUM ......ooiiiiiieie e 99
EaQU IStIIEE GSP wevveiieiieie e 1000 mL

e Le milieu est stérilisé a 121°C durant 15 min.

X/

% Bouillon MRS (Man, Rogasa et Sharpe)
= PEPIONE . 10 g
- EXtrait de VIANAE ........oooiiiiiiiei 10 ¢
- EXUrait de IBVUIE ....oouiieee 5¢
= BIUCOSE . 20 g
= TWEEBN 0. e 1 mL
- Phosphate DIPOtaSSIQUE .........cceeiviiiiiieiieiiee e 29
= ACALAtE dE SOTIUM ....eiiiiiiic s 5¢
- Citrate d’ammMONIUIN ......ceeeruiiriiriiiiiiie e e e e e e e e e e 29
- Sulfate de MagNESIUM, .........coiiiieiiire e 0,2¢
- Sulfate de MANQANESE ..........ccooiiiieeiiie e e sre e naee e 059
- EAU dIStIIEE GSP .vvveeieeeiiie ettt 1000 mL

e Le milieu est stérilisé a 121°C durant 15 min.

% Lait écrémé (pH 7,0)
Eau diStillée gSP ....vvveivee e 100 mL
LAIt ECIEME ...t e e enrae e 10¢g

e Le milieu est stérilisé a 121°C durant 15 min.
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