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RESUME

Le fromage « J’ben » est un fromage traditionnel préparé a partir de lait cru qui a subi une
fermentation spontanée par la microflore lactique indigene. Cette étude vise a évaluer 1’activité
inhibitrice des bactéries lactiques isolées de ce fromage de la région de Nadma. Les échantillons
collectés ont fait 1’objet d’analyses physico-chimiques (pH, matiére seche, lactose, matiére
grasse, matiére minérale, protéines, humidité) et I’évaluation du rapport G/S. Les fromages ont
présenté une qualité physico-chimique de fromage frais type pate molle mi-gras. Cent vingt-deux
isolats ont été pré-identifiés comme des bactéries lactiques. A partir de ces 122 isolats, 76 isolats
sont identifiés phénotypiquement et ont donné les résultats suivants : le genre Enterococcus (58
%), Lactococcus (24 %) et Leuconostoc (18 %). Quinze bactéries lactiques ont été identifiées
génotypiquement selon leurs séquences de I’ADNr 16S. Les quinze bactéries lactiques
identifiées ont été testées pour les différentes interactions microbiennes par la méthode de
diffusion en puits. Les résultats ont montré une activité antagoniste significative vis-a-vis de 07
souches appartenant a la flore d'altération ou pathogéne et variables selon la souche lactique et la
bactérie pathogéne indicatrice. On a observé une absence ou une faible inhibition croisée entre
les souches lactiques sélectionnées permettant la possibilité de les utiliser au sein d’une
communauté. L’activité antagoniste a ¢été due aux différents agents inhibiteurs comme les
bactériocines et le peroxyde d’hydrogene pour les souches identifiees : KCO1, KC03, KC04,
KCO07, KC11 et KC12, et aux bactériocines pour les souches KC10, KC13 et KC14, aussi au
peroxyde d’hydrogéne pour les souches KCO05, KC06 et KC09, et enfin aux acides organiques
pour les souches KC02, KC08 et KC15. Les résultats de 1’effet de différents facteurs : les
milieux de culture (M17, MRS et MH), le NaCl et le pH sur I’activité inhibitrice ont été variables
avec absence d’inhibition dans le milieu MH et le pH (5,5 et 4,7) et une activité dans 2% de
NaCl. Les bactéries lactiques testées ont donné des résultats significatifs relatifs a leurs aptitudes
technologiques, ayant des bonnes propriétés protéolytiques et acidifiantes. Le J’ben de Nadma
présente une microflore lactique avec de bonnes potentialités fonctionnelles, technologiques et
un haut pouvoir inhibiteur possibles d’€tre exploités comme des flores starters ou comme

probiotiques.

Mots clés : Fromage J’ben, bactéries lactiques, caractérisation phénotypique et genotypique,

interactions microbiennes, potentiel inhibiteur.
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ABSTRACT

J'ben" is a traditional cheese made from raw milk that has submitted to spontaneous fermentation
by his indigenous lactic microflora. The aim of this study was to evaluate the inhibitory activity
of lactic acid bacteria isolated from this cheese from the Naama region. The collected samples
were subjected to physico-chemical analyses (pH, dry matter, lactose, fat, mineral matter,
protein, and moisture) and the evaluation of their ratio F/D. The cheeses had the physico-
chemical quality of soft fresh semi-fat cheese. One hundred and twenty-two isolates were pre-
identified as lactic acid bacteria. From these 122 isolates, 76 isolates were phenotypically
identified, giving the following results: Enterococcus (58%), Lactococcus (24%) and
Leuconostoc (18%). Fifteen lactic acid bacteria were genotypically identified according to their
16S rDNA sequences. The fifteen lactic acid bacteria were tested for different microbial
interactions using the well diffusion method. The results demonstrated an interesting antagonistic
activity against 07 strains belonging to the spoilage or pathogenic flora. These results were
variable depending on the lactic acid bacteria strain and the indicator pathogenic bacteria. The
results showed a weak or an absence of cross-inhibition between the selected lactic strains,
enabling them to be used in association. Antagonist activity is due to a different inhibitor agents
such as bacteriocins and hydrogen peroxide for the strains identified: KC01, KC03, KC04,
KC07, KC11 and KC12, is due to bacteriocins for strains KC10, KC13 and KC14, to hydrogen
peroxide for strains KC05, KC06 and KCQ9, and to organic acids for strains KC02, KC08 and
KC15. The results of the effect of various factors such as: culture medium (M17, MRS and MH),
NaCl and pH on inhibition activity were variable with absence of inhibition in the MH medium
and pH (5.5 and 4.7) but presence of activity in 2% NaCl. The tested lactic acid bacteria
demonstrated significant results related to their technological abilities, with good proteolytic and
acidifying properties. Jben de Nadma presents a lactic microflora with good functional,

technological and high inhibitory potential for use as starters or as probiotics.

Key words: Jben cheese, lactic acid bacteria, phenotypic and genotypic characterization,

microbial interactions, inhibitory potential.
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INTRODUCTION

La fermentation alimentaire est une méthode ancestrale pour la conservation des aliments
qui est utilisée dans la technologie de la transformation alimentaire. Elle présente de nombreuses
caractéristiques technologiques liées a I’amélioration de propriétés organoleptiques telles que
I’effet sur le godt, la saveur et la texture avec une augmentation de la valeur nutritionnelle. De
plus, la fermentation présente une importance pour la santé (Ganzorig, 2016). Le processus de la
fermentation et ses avantages sur 1’aliment et sur la santé sont dus grace a des micro-organismes
bénéfiques, essentiellement représentés par les bactéries lactiques.

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes ubiquistes, trés répandues dans la
nature, dans divers habitats (Claesson et al., 2007). Elles sont utilisées depuis des millénaires
dans les aliments fermentés. Elles jouent un réle important dans la conservation et la
transformation alimentaire. Une grande variété de ces bactéries est utilisée dans diverses
transformations agro-alimentaires, pour la fabrication des produits laitiers, des produits carnés et
des fruits et Iégumes (Makarova et al., 2006).

Les bactéries lactiques sont traditionnellement associées aux aliments en raison de leur
action conservatrice due a l'acidification. Elles fermentent les hydrates de carbone pour produire
de l'acide lactique en provoquant I’acidification, un élément essentiel de la bio-préservation
lactique des produits alimentaires. Au cours de leur croissance et de leurs activités métaboliques,
les bactéries lactiques produisent des métabolites tels que : les acides organiques, le peroxyde
d’hydrogéne, le diacétyle et les bactériocines qui exercent un effet antagoniste vis-a-vis des
micro-organismes pathogenes et/ ou d’altérations (Karakas-Sen & Karakas, 2018). Aussi ces
métabolites exercent un effet sur les propriétés organoleptiques des aliments comme la flaveur,
de méme qu’ils ont des effets bénéfiques sur la santé (Claesson et al., 2007).

Aujourd'hui, la bio-conservation par les microorganismes vivants suscite 1’intérét des
scientifiqgues qui utilisent des bio-ressources naturelles pour produire des molécules
fonctionnelles utiles pour la sécurité alimentaire et pour la santé humaine. De plus, les
consommateurs s'intéressent de plus en plus au maintien de leur santé par le choix d’aliments
sains et nutritionnels. Pour ce choix, ils insistent sur la sécurité sanitaire des aliments, de leur
qualité nutritionnelle, des éléments bio-fonctionnels apportés (health-promoting) et s'intéressent
de plus en plus a la transformation et & la conservation des aliments (Ito et al., 2003 ; Batdorj et
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al., 2006). Cet intérét s’est développé depuis les années 2000 sur les aliments fonctionnels et
surtout sur ceux aux probiotiques (Ganzorig, 2016).

La bio-conservation par les microorganismes vivants présente un moyen sdr pour la
réduction de I’utilisation des conservateurs chimiques et de leurs risques sur la santé humaine,
ainsi que pour éviter le recours aux traitements thermiques a incidence majeure sur la qualité
organoleptique et nutritionnelle des aliments. De plus, vue I’émergence de la résistance aux
antibiotiques observée chez plusieurs bactéries pathogenes, les bactéries lactiques et ses agents
antimicrobiens qui porte le statut « GRAS » (Generally Recognized As Safe) présentent une
alternative slre et efficace de lutte contre ces pathogenes soit pour la préservation soit au niveau
de I’organisme en controlant les agents infectieux par différents mécanismes (Bhola & Bhadekar,
2019).

Le lait et les produits laitiers sont des aliments tres consommés dans le monde. Parmi ces
produits laitiers, le fromage qui est un produit noble de la transformation laitiere, présente une
variété diversifiée liée au cheptel, au procédé de transformation, etc. Le fromage est préparé par
des technologies modernes basées sur I'utilisation des ferments contrélés, ou bien, est fabriqué de
maniére artisanale par des techniques spéciales pour chaque région dans le monde, en permettant
d’avoir des fromages traditionnels typiques, avec des caractéristiques organoleptiques
diversifiees.

La sécurité sanitaire des fromages au lait cru par rapport aux fromages industriels a été
remise en question. Cependant, il a été signalé que dans certains cas, le fromage au lait pasteurisé
causait une incidence plus élevée de maladies provoquées par les contaminations alimentaires
que celle observée pour le fromage au lait cru (Koch et al., 2010). Masoud et al. (2012) ont
évalué les fromages au lait cru comme étant sirs sur le plan microbiologique. La flore
microbienne indigene joue un réle crucial dans la sécurité sanitaire du produit (Poveda et al.,
2015). Ces flores indigenes naturelles assurent la fermentation, et fournissent une saveur plus
intense et plus forte que les fromages au lait pasteurisé au cours de la maturation, grace a leurs
lipases et protéases extracellulaires (Wouters et al., 2002 ; Casalta et al., 2009 ; Masoud et al.,
2012).

L’ Algérie dispose d’une diversité de fromages traditionnels régionaux et nationaux qui
se rattachent a différentes familles technologiques dans lesquelles dominent largement les pates

fraiches principalement originaires des zones steppiques. Le J’ben est un fromage traditionnel



largement produit et consommé en Algérie, a caillé lactique et de type pate fraiche, fabriqué a
1I’échelle familiale a partir de lait cru issu d’un cheptel laitier diversifié¢ (bovin, caprin et ovin).

Le fromage J’ben par sa typicité est un aliment de base pour la population des zones
steppiques de 1’Algérie qui présente une bonne conservation, notamment grace a l'effet
barriére de sa flore lactique intrinseque. Notre projet doctoral s’inscrit dans ce cadre pour la
caractérisation et la détermination du potentiel inhibiteur de ces bactéries lactiques isolées de ce
fromage local typique a la région de Nadma. Cette caractérisation et la connaissance des
aptitudes de bio-inhibition est une approche scientifique pour développer un levain lactique local
capable de lutter contre les germes indésirables des produits laitiers en particulier et des denrées
alimentaires et des probiotiques en général.

Notre etude intitulée « potentiel inhibiteur du fromage J’ben » vise & étudier ’activité
antimicrobienne des bactéries lactiques isolées a partir du fromage J’ben contre une flore
d’altération et la flore pathogene avec leurs potentialités technologiques et probiotiques. Cette
these est composée :

D’une synthése bibliographique ayant trait a la situation de D’art de la
thématique (fromages : diversité et technologie ; bactéries lactiques ; propriétés antimicrobiennes
des bactéries lactiques).

D’un travail expérimental réalisé en trois volets :

= Isolement et identification de la microflore lactique des échantillons du fromage J’ben des
zones steppiques de 1’ouest algérien spécifiquement de la région de Mecheria dans la Wilaya
de Nadma.

= Révelation de la capacité inhibitrice des bactéries lactiques issues de I’écosystéme du J’ben
vis-a-vis des souches pathogénes et d’altération ; ainsi que 1’interaction entre les souches
lactiques isolées (interactions positives ou négatives) et évaluation de I’activité inhibitrice
des souches isolées dans des différentes conditions.

= Détermination de certaines potentialités fonctionnelles et technologiques des souches
lactiques isolées pour leur utilisation comme des levains lactiques adaptables pour une

application semi-industrielle.
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CHAPITRE I. FROMAGES : DIVERSITE ET TECHNOLOGIE

1 Définition du fromage

Le fromage est un produit laitier fermenté qui dispose d’une large variété a travers le
monde. Traditionnellement, le fromage est un aliment dérivé du lait qui permet de conserver le
lait et le maintien de ses propriétés nutritives et organoleptiques. Actuellement, le Codex
Alimentarius définit le fromage comme « un produit dérivé du lait, affiné ou non, a pate molle,
semi-dure, dure ou extra-dure, déshydraté, dans lequel le rapport protéines de lactosérum/caséine
ne dépasse pas celui du lait » (Mayo et al., 2021). Le fromage est donc le nom générique d'un
groupe de produits alimentaires dérivés du lait qui se présentent sous une grande variété de
formes, propriétés sensorielles (tailles, textures, ardmes et godts). Le fromage est le produit
alimentaire le plus diversifié grace a plusieurs facteurs liés : a 1’espéce animale (vache, brebis,
chévre etc.), a larace, a I’origine du lait (exploitation) , ou parfois au mélange de ces laits, de la
technologie d’obtention du coagulum ou du caillé (acidification lactique, ou enzymatique
(présure d’origine animale ou végétale ou mixte), de I'égouttage du lactosérum, du lavage du
caillé, de la synérése a une température (de 30°C a 55°C), du salage, de I’affinage et de
I'enrobage par ajout d' additifs alimentaires (romarin, herbes aromatiques, ail, etc.), ou de
colorants (chlorophylle, paprika etc.) selon Fox et al. (2017b) et Mayo et al. (2021) comme
indiqué sur la Figure 1.

Les propriétés sensorielles du fromage dépendent du type de lait utilisé, de I'alimentation
de I'animal fournisseur, des pratiques de fabrication, de I'environnement d'affinage, de la durée
de l'affinage et aussi du type, du nombre et de l'activité des micro-organismes présents dans le
produit de formation (Montel et al., 2014 : Fox et al., 2017a).

Les micro-organismes sont responsables de la fermentation du lait et des nombreuses
réactions biochimiques qui se produisent au cours de la fabrication et de I'affinage et qui donnent
lieu aux textures et aux saveurs caractéristiques du fromage. La maturation est un processus
technologique crucial dans la fabrication du fromage constituant une cascade d'événements
biochimiques et microbiologiques, induits par les flux métaboliques des cultures primaires et

auxiliaires (Fox et al., 2015).

2 Technologie du fromage

2.1 Sélection et prétraitement du lait de fromagerie
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La fabrication du fromage commence d’abord par la sélection d'un lait de haute qualité
microbiologique, physico-chimique et hygiénique.

La microflore du lait est normalement hétérogéne. Certains de ces microorganismes, en
particulier les bactéries lactiques peuvent étre bénéfiques. Comme dans le passé, certains
fromages artisanaux sont toujours produits en utilisant des flores lactiques autochtones.
Actuellement, pour les fromages industrialisés, on utilise des ferments lactiques starters
sélectionnés en transformation primaire et secondaire (Parente & Cogan, 2004 ; Fox &
McSweeney, 2017). Quant aux bactéries lactiques non starters (BLNS), elles contribuent de
maniere positive a la maturation des fromages au lait cru (Beresford & Williams, 2004), mais de

nature variable et non contrdlée et peuvent étre responsables d'une partie de la variabilité de ces
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Figure 1 : Processus de fabrication du fromage (Mayo et al., 2021).

Certains membres de la microflore sont indésirables. Certains sont de pathogénes. De
plus, le lait cru peut également contenir plusieurs microorganismes d‘altération, par exemple les
coliformes, et les clostridies. Il est commun d’ajouter des espéces bactériennes comme starters

secondaire afin d’inhiber et contrdler ces flores indésirables (Zheng et al., 2021).
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Afin de contrdler et standardiser la qualité et les parametres organoleptiques recherches
du fromage produit, il devient nécessaire de contribuer a la standardisation biologique du lait
destiné a la fabrication fromagere par 1’élimination des flores microbiennes lactiques et les flores
pathogénes et d’altération (Johnson, 2011 ; Fox et al., 2017c). La flore lactique est remplacee par
des levains starters selectionnés et controlés.

La standardisation biologique est achevée par différents traitements dont la
pasteurisation, la microfiltration, la thermisation, etc. (Fox et al., 2000).

La standardisation biologique par traitement thermique peut assurer 1’élimination des
bactéries lactiques indigénes afin de contréler la qualité du produit final, et méme de lutter contre
les pathogénes et les flores indésirables (Fox et al., 2017c), mais le traitement thermique
(pasteurisation) pose le probléme de possibilité d’altération de composants biochimiques
(protéines et lipides) en induisant par exemple la dénaturation des caséines et 1’inactivation des
enzymes, et par conséquent altere la formation du caillé, avec une saveur moins intense (Pappa et
al., 2017; Jo et al., 2018; Tomasino et al., 2018). Mais la pasteurisation reste importante pour
minimiser les risques biologiques (des pathogénes ou de leurs toxines) et de préserver la santé
publique, ainsi que la production de fromage de haute qualité hygiénique et avec des propriétés
standards.

Les fromages au lait cru développent une saveur plus intense que les fromages au lait
pasteurisé ou microfiltré, des grandes quantités de composés aromatiques tels que les acides, les
aldéhydes, les alcools, les esters et les composés soufrés sont produites par rapport a celles des
fromages au lait pasteurisé (Bachmann et al., 2011; Van Hekken, 2012; Fuka et al., 2013;
Kilcawley, 2017). Afin d’augmenter la saveur du fromage produit a partir du lait pasteurisé, il
est de plus en plus courant d'ensemencer le lait pasteurisé avec des organismes sélectionnés
(Ozturkoglu-Budak et al., 2017), genéralement des lactobacilles, isolés a partir de fromages au
lait cru de bonne qualité (Fox & McSweeney, 2017).

Le lait de fromagerie doit étre exempt d'antibiotiques qui inhibent totalement ou
partiellement les bactéries starters ; de plus, ils entrainent une acidification tardive et conduisent
a la production de composants néfastes et de microflores anormales et par conséquent, des
défauts de saveur et de texture, et peut-étre de maniére trés significative, la croissance de micro-

organismes pathogénes ou responsables d'intoxications alimentaires (Fox & McSweeney, 2017).
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La production du caillé est fortement influencée par la composition chimique du lait de
fromagerie, en particulier les concentrations de caséines et du calcium et du pH (Guinee &
O'brien, 2010 ; Fox & McSweeney, 2017).

La composition de la plupart des fromages se situe dans certaines fourchettes de
composition, parfois avec un statut légal. Les facteurs de composition les plus importants sont la
matiere grasse dans la matiere séche, la matiére protéique, I'humidité, le sel et le pH (Guinee &
O'brien, 2010 ; Fox & McSweeney, 2017).

La composition du lait doit étre ajustée pour obtenir les valeurs souhaitées de la matiére
grasse et des protéines. Le rapport matiére grasse/matiére protéique est modifié par différentes
manieres comme l'ajout de creme ou du lait écrémé. Il est désormais possible, et de plus en plus
pratigué commercialement d'ajuster les concentrations, ainsi que le rapport entre la matiére
grasse et la caséine dans le lait de fromagerie en manipulant la teneur en matiére grasse du lait et
en standardisant les protéines (Fox et al., 2000). Ces opérations améliorent les caractéristiques
fromageres du lait et augmentent le rendement du caillé.

Le pH est également un facteur critique dans la fabrication du fromage sachant que le pH
du lait peut varier (par exemple, il augmente avec l'avancement de la lactation et pendant
I'infection mammaire), il est recommandé que le pH soit normalisé en utilisant de I'acidogene

(acide lactique), dans le lait de fromagerie (Fox & McSweeney, 2017).

2.2 Acidification

L'une des opérations de base dans la fabrication de toutes les variétés de fromages est
I'acidification progressive tout au long de la phase de fabrication, et pour certaines variétés,
pendant les premieres phases d'affinage également, c'est-a-dire que l'acidification commence
avant, et transcende les autres opérations de fabrication. L'acidification se fait normalement par
la production d'acide lactique ou bien par I’utilisation d’un acidogéne (généralement l'acide
gluconique-d-lactone) pour acidifier directement le caillé pour certaines variétés, par exemple
Mozzarella (Fox & McSweeney, 2017).

Dans la fabrication industrielle du fromage, il est désormais presque universel d'ajouter
une culture starter de bactéries productrices d'acide lactique sélectionnées au lait cru ou
pasteurisé afin d'obtenir un taux de production d'acide uniforme et prédicable (Pfeiler &
Klaenhammer, 2007 ; Fox & McSweeney, 2017).



CHAPITRE I. FROMAGES : DIVERSITE ET TECHNOLOGIE

Le choix de bactéries lactiques starters doit étre fait selon le type du fromage. Pour les
variétés des fromages qui sont cuites a haute température nécessitent 1’application des souches
thermophiles. Tandis que les variétés de fromage cuites a moins de 40°C, on peut utiliser les
starters mésophiles (Carminati et al., 2010).
L’utilisation des starters en culture mixte est largement appliquée (Manini et al., 2016),
mais les souches doivent étre compatibles entre elles et ne conduit pas a la dominance d’une
souche par rapport aux autres et que la production de 1’acide lactique est controlable et
prédicable. Les starters mésophiles a souches définies en culture mixte sont largement utilisés
dans de nombreux pays ; ils consistent souvent en une combinaison des souches sélectionnées
(Yildiz, 2016), qui donnent des taux de production d'acide trés reproductibles si elles sont
correctement sélectionnées et maintenues.
La production d'acide a un taux et a un temps appropriés est I'étape clé de la fabrication
d'un fromage de bonne qualité. La production d'acide a un impact sur plusieurs aspects de la
fabrication du fromage tels que :
= Activité du coagulant (présure) pendant la coagulation (Farkye, 2004).
= Dénaturation et rétention du coagulant dans le caillé pendant la fabrication, ce qui va
influencer le taux de protéolyse pendant la maturation et peut affecter la qualité du fromage.

= Contrdle de la croissance des bactéries et 1’activité des enzymes dans le fromage avec une
forte influence sur le rendement et la qualité finale du fromage.

= L’acidification provoque la dissolution du phosphate de calcium colloidal, ce qui modifie la
sensibilité des caséines a la protéolyse pendant la fabrication, de plus, elle influence les
propriétés rhéologiques du fromage et détermine la texture du caillé du fromage.

= Lacidification contr6le la croissance de nombreuses espéces de bactéries dans le fromage,
en particulier les micro-organismes pathogenes, les micro-organismes responsables
d'intoxications alimentaires et les micro-organismes producteurs du gaz ; en fait, un fromage

correctement fabriqué est un produit trés sir de point de vue sécurité sanitaire.

2.3 Coagulation

L'étape caracteristique essentielle de la fabrication de toutes les variétés du fromage est la
coagulation de la caseine du systeme protéique du lait pour former un gel (Fox et al., 2017c).

Selon Zheng et al. (2021) la coagulation peut étre obtenue par :
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=  Acidification jusqu'a un pH isoélectrique de 4,6
=  Protéolyse enzymatique (par présure).
= Acidification en combinaison avec un chauffage a 90°C.

La plupart des variétés de fromage (~70% de production totale) sont produites par
coagulation enzymatique (présure) avec certaine exception des protéinases acides d’origine
végétale provenant des fleurs du cardon (Cynara cardunculus) sont utilisés (Fox & McSweeney,
2017).

La présure provenant de l'estomac de jeunes animaux (veaux, chevreaux, agneaux,
buffles) était utilisée traditionnellement.

En général, il y a deux techniques principales de coagulation : la voie lactique (par

acidification), et la voie enzymatique.

o La voie lactique

L’acidité est un élément primordial dans la formation du coagulum. L’acidification est
obtenue par les bactéries lactiques autochtones ou par 1’addition des ferments lactiques pour
transformer les carbohydrates avec une production de 1’acide lactique (Parente & Cogan, 2004 ;
Fox & McSweeney, 2017). Il se trouve que plusieurs bactéries lactiques sont utilisées comme
ferment telles que : Lactococcus lactis, ssp lactis, et Lactococcus lactis ssp cremoris etc. (Cogan,
2014).

Les bactéries lactiques sont utilisées pour assurer une acidification et la formation de
caillé avec un role important dans I’affinage. Les BLs sont utilisées en transformation
fromageéres pour des fromages de types traditionnels a caillé mésophile ou de types stabilisés
pour un coagulum thermophile (Carminati et al., 2010). La qualité homofermentaire ou
hétérofermentaire des levains préparés a partir de culture de BL mixte procure aux fromages leur

typicité et un potentiel fonctionnel leur donnant des caractéristiques sensorielles variables.

o La voie enzymatique

L’action des enzymes protéolytiques vise a transférer le lait de la phase liquide vers la
phase gel. Les enzymes protéolytiques d’origine animale sont connues sous le nom de présure.
Deux enzymes protéolytiques s’y trouvent : la chymosine et la pepsine, d’origine animale

sécrétées dans la caillette des jeunes ruminants.
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Il y a d’autres enzymes d’origine végétale appelées « coagulants végétaux » obtenus a partir de
certaines plantes comme : les fleurs du cardon (Cynara cardunculus), ou Cynara scolymus.

Des enzymes d’origine microbienne sont aussi utilisées comme par exemple : les protéases
Mucor meihei (Farkye, 2004).

Le gene de la chymosine de veau a été cloné dans Kluyveromyces lactis, Escherichia coli et
Aspergillus niger et cette enzyme issue de ces organismes est maintenant largement utilisée.

La coagulation visuelle du lait n'est en réalité que le début du processus de gélification,
qui se poursuit ensuite pendant une période considérable. Bien que les changements en post-
coagulation déterminent de nombreuses propriétés fromageéres essentielles du gel, par exemple la
tension du caillé (qui influence le rendement du fromage) et les propriétés synérétiques (qui
déterminent la teneur en eau et donc le profil de maturation du fromage), il s'agit peut-étre de la
phase la moins bien comprise du processus de fabrication du fromage selon Fox & McSweeney,
(2017).

2.4 Opérations post-coagulation

La séparation du lactosérum du caillé est appelée : le phénomene de synérese qui se
traduit par la contraction du coagulum en €jectant le lactosérum grace a la présence de la présure
et a I’acidification (Fox et al., 2017c). Un gel du lait coagulé par la présure est assez stable dans
des conditions de repos, mais il se synérése rapidement, s'il est bien coupé ou brisé, en facilitant
I’exclusion du lactosérum.

La vitesse et I'ampleur de la synérése sont influencées par la finesse du découpage du
coagulum (en petits morceaux lors du tranchage ou lors du moulage dans des moules), la
composition du lait, en particulier les concentrations de Ca?* et le taux de caséines (jusqu‘a un
certain point ; a des concentrations tres élevées en caséines, le gel est trés rigide et ne se synérése
pas bien), le pH, la température de cuisson, la vitesse d'agitation du mélange caillé-lactosérum et
la duree (Pearse & Mackinlay, 1998 ; Fox & McSweeney, 2017) .

La vitesse de formation du coagulum du fromage et le durcissement (teneur en eau) de sa
pate est proportionnelle avec I’augmentation de la température. La température de cuisson du

caillé varie de 30°C (pas de cuisson) pour les fromages a forte teneur en eau (par exemple, le
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camembert) a 55°C pour les fromages a faible teneur en eau par exemple : I'emmental (Fox &
McSweeney, 2017).
La derniere opération de fabrication est le salage. Le salage contribue a la synérése

(favorisation de 1’égouttage) et améliore la propriété organoleptique du fromage.

2.5 Maturation

Certains fromages, principalement les variétés a coagulation acide, sont consommées
frais et constituent une part importante des fromages consommeés dans certains pays du monde.
Cependant, la plupart des variétés de fromage subissent une période de maturation (affinage) qui
varie de 2 semaines (Mozzarella) a 2 ans (Cheddar extra-dur). La durée de la maturation étant
généralement inversement proportionnelle a la teneur en eau du fromage (Fox & McSweeney,
2017).

Le type des différentes variétés du fromage est reconnaissable a la fin de la fabrication
(principalement en raison des différences de composition et de texture resultant de la
composition du lait et des facteurs de transformation) selon McSweeney et al. (2017). Les
caractéristiques uniques de chaque fromage se développent au cours de l'affinage. Les
changements biochimiques qui se produisent pendant la maturation particuliérement la saveur,
I'ardbme et la texture du fromage affiné sont largement prédéterminés par le processus de
fabrication, c'est-a-dire par la composition, en particulier par I'humidité, le NaCl et le pH, par le
type de levain, et dans de nombreux cas, par les inoculas secondaires ajoutés (Kongo et al.,
2016 ; Fox & McSweeney, 2017 ; McSweeney et al., 2017).

Au cours de la maturation, un ensemble de changements biochimiques extrémement
complexes se produit sous I'action catalytique des agents suivants :
= Coagulant.
= Les enzymes du lait indigéne, notamment la plasmine et la lipoprotéine lipase, qui sont

particulierement importantes dans les fromages au lait cru.
=  Les bactéries starters et leurs enzymes (Mayo et al., 2021).
= Le microbiote secondaire et ses enzymes (Mayo et al., 2021).

Ces microbiotes sont des bactéries lactiques comme : Lactobacillus, Pediococcus,

Micrococcus ou des starters secondaires comme : Propionibacterium, Penicillium roqueforti, P.

camemberti comme le rapporte Ozturkoglu-Budak et al. (2017).

11
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Les premiers changements biochimiques qui se produisent pendant la maturation
concernent le métabolisme du lactose résiduel, et dans certaines variétés de fromage, ils
impliquent le métabolisme du lactate et du citrate, de la lipolyse et de la protéolyse. Ces réactions
biochimiques sont responsables de développement des propriétés sensorielles et texturales grace
a des metabolites tels que : les acides organiques, le diacétyle, le CO,, I’H,, et les esters
(Lavermicocca et al., 2000 ; Atrih et al., 2001 ; van Kranenburg et al., 2002 ; Holzapfel &
Wood, 2014;).

La saveur du fromage est due, non pas a un seul composé ou méme a un groupe de
composés, mais a la concentration et a I'équilibre de nombreux composants (Fox & McSweeney,
2017).

3 Classification du fromage

Le fromage peut étre classé en différents groupes sur la base du: type du lait, type de
coagulation, consistance (teneur en eau), teneur en matiere grasse, traitement thermique,
méthode et degré de maturation, etc... Cela engendre une variété infinie de fromages. Sandine &
Elliker, (1970) ont suggéré qu’il y a plus de 1000 variétés, alors que Burkhalter, (1981) a
classifie 510 varietés.

3.1 Parameétres de classification

3.1.1 Type du lait

Le fromage peut étre classé en fonction de source du lait en: fromage de chevre, de
brebis, etc. Aussi, on peut distinguer les variétés de fromage au lait cru de celles élaborées a

partir du lait pasteurisé.

3.1.2 Type de coagulation

La voie de coagulation (par chauffage, par production ou 1’ajout de I’acide, par coagulant
ou par combinaison de ces traitements) permet d’avoir différentes variétés de fromages selon le
type de caillé (Farkye, 2004). Le fromage a coagulation enzymatique obtenu par 1’action de la

présure est désigné sous le type du fromage a caillé enzymatique. Le fromage obtenu par
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coagulation acide est classe comme fromage a caillé lactique. Le fromage a caillé mixte résulte
de I'utilisation des deux procédés (enzymatique et lactique) impliqué en paralléle (Mietton et al.,
2018 ; Mayo et al., 2021).
Almena-Aliste & Mietton (2014) ont classé les fromages francais en se basant sur la
méthode de coagulation (acide ou présure).
Fox, (1993) suggeére une classification en fonction de I’agent coagulant :
e Fromages a caillée enzymatique (présure) : la majorité des fromages.
e Fromages a caillé lactique (acide) : Cottage, Quarg

e Acide + traitement thermique : Ricotta, Sapsago.

3.1.3 Consistance et fermeté de pate fromagere

La consistance du fromage (dure/ molle) est dictée essentiellement par sa teneur en eau
(humidité), ou bien est exprimée en TEFD (la teneur en eau dans le fromage dégraissé). Plus le
fromage contient plus de 1’eau plus il devient plus mou. La consistance est aussi influencée par la
teneur en matiére grasse, le taux de solubilisation de phosphate de calcium et de I’hydrolyse de la
caséine (protéolyse, maturation) qui sont a des niveaux plus élevés, le fromage devient plus mou.

Plusieurs auteurs ont rapporté la classification des fromages en fonction de la consistance
(texture) en particulier Davis, (1965) et Walter & Hargrove, (1972).

Selon la norme FAO/OMS N°A-6 pour la teneur en eau, les fromages sont classés en
fonction de la consistance en :

e  Pate Extra dure : contient moins de 32% d’eau ou moins de 51% de TEFD.
e Péte dure : contient 36-43% d’eau ou 49-56% de TEFD.

e Pate demi dure : contient 54-63 % de TEFD.

e Pate demi-molle : contient 61-69% de TEFD.

e Péate molle : contient plus de 50-65% d’eau ou 67% de TEFD.

TEFD = (poids de I’eau dans le fromage x 100) / (poids total du fromage — eau dans

le fromage)

13



CHAPITRE I. FROMAGES : DIVERSITE ET TECHNOLOGIE

3.1.4 Teneur en matiere grasse

La teneur matiere grasse est d’une grande importance pour la classification du fromage.

Cette tencur est exprimée en pourcentage de matiére grasse dans 1’extrait sec G/S ou (Gras sur
sec). Selon les normes internationales pour les fromages (Codex Standard 221-2001), on
distingue 5 classes différentes :

e Extragras ou double créeme (si la teneur en G/S est égale ou supérieure a 60 %) ;

e Gras (si lateneur en G/S est supérieure ou égale a 45 % et inférieure a 60 %) ;

e Mi-gras (si la teneur en G/S est supérieure ou égale a 25 % et inférieure a 45 %) ;

e Maigre (si la teneur en G/S est supérieure ou égale a 10 % et inférieure a 25 %) ;

e Extra-maigre (si la teneur en G/S est inférieure a 10 %).

3.1.5 Traitement thermique

Le fromage peut étre classé selon la température de cuisson du caillé (Mietton et al.,
2018). Dans ce contexte, on distingue
e Les fromages a pate non cuite (T° < 40 °C tout au long du procédé),
e Les fromages a pate mi- cuites ou la cuisson du caillé est effectuée a 40 — 50 °C.
e Les fromages a pate cuite dont 1’étape de cuisson du caillé est réalisée a une température

égale ou supérieure a 50 °C.

3.1.6 Affinage et maturation

L’affinage est 1’¢tape finale de fabrication du fromage qui permet le développement des
caractéristiques spécifiques de chaque variété. On différencie deux types de fromages: les
fromages non-affinés (fromage frais) et les fromages affinés.

Il existe différents manipulations et opérations au cours de la phase fabrication et de la
maturation du fromage. Ces opérations permettent I’obtention de nombreuses familles et variétés
de fromages : des fromages qui subissent un égouttage par brassage et pression donnent les
variétés de fromage a pate pressée, des fromages classés selon leur crodte (sans croGte, cro(te
lavée, crotte fleurie...), des fromages avec moisissure (fromage avec moisissure bleue interne,

fromage avec moisissure au surface...), des fromages qui subissent un salage : fromage blanc en
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saumure (populaire dans la region méditerranéenne, le Maghreb, les Balkans et le Moyen-Orient)
(Fox & McSweeney, 2017).

En fonction de tous les parameétres cités ci-dessus, le fromage peut étre classe en de
grandes principales familles qui sont : les fromages a pate fraiche, les fromages a pate molle, les
fromages a pate pressee, les fromages a pate persillee, les fromages fondus et les fromages de
chévre et de brebis (Mietton et al. 2004).

3.2 Différentes familles de fromage
3.2.1 Fromage frais ou a pate fraiche

C’est un fromage a caillé lactique (avec légere action de la présure) non affiné, ce qui
permet d’obtenir une saveur douce et 1égére. Le taux d’humidité est élevé (plus de 60%), Il est
sans cro(te et souvent lisse et connu pour sa texture onctueuse et fondante. Ce type de fromage

est consommé rapidement apres sa fabrication (Codex Standard 221-2001),

3.2.2 Fromage a pate molle

Ce sont des fromages dont le caillé n’est ni cuit, ni press¢€. Cette catégorie de fromages
est facilement reconnaissable a leur pate onctueuse, presque molle, voire coulante en fin
d’affinage. Le taux d’humidité est plus de 50-65% d’eau ou 67% de TEFD (FAO/OMS N°A-6).
On distingue :

e Les fromages a pate molle et crodte fleurie : le camembert, le Brie,...

e Les fromages a pate molle et crolte lavée : Maroilles, le Reblochon,...

3.2.3 Fromage a pate pressée

Ce sont des fromages affinés dont le caillé subit un egouttage avec découpage du caillé,
brassage et pression. Il existe des fromages a pate pressée cuite qui subissent un chauffage de
leur caillé, et des fromages a pate pressée non cuite. Ces produits sont tres appréciés pour leur
saveur fine et fruitée, mais aussi leur pate dure et leur texture ferme en bouche. Il y’a de trés

nombreuses variétés de fromages dans cette famille.
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3.2.4 Fromage a pate persillée

Plus connus sous I’appellation de fromages bleus. La pate est persillée par des points
bleuatres qui viennent de I’injection d’une moisissure bleue. Les fromages de cette famille sont
affinés pendant plusieurs mois. Parmi les plus connus on distingue le Roquefort et la Fourme
(FIL, 2021).

3.2.5 Fromages fondus

Ce sont des fromages obtenus d'un mélange de fromages généralement a pate pressée
refondue. lls peuvent étre préparés aussi par 1’addition d’autres produits laitiers : du beurre, de la

creme du lait ou bien des aromates ou des épices (Chambre & Daurelles, 1997).

3.2.6 Fromages de chévre et de brebis

Le fromage de chévre est obtenu a partir du lait de chevre, et peut parfois contenir du lait
de vache. Ce sont des fromages humides et lisses présentent également une saveur plus
prononceée.

Le fromage de brebis est un fromage trés riche en nutriments, en comparaison avec le lait
de chévre et de vache, le lait de brebis est plus riche en protéines et en matiere grasse qui
représentent les principaux constituants fromagers. Dans certains cas le fromage est préparé a
partir de mélange du lait des deux especes (chévre et brebis).

Kalantzopoulos, (1993) a donné une liste de fromages produits a partir de lait de chevre
et de brebis. Dans cette catégorie, on retrouve les fromages comme : le Rocamadour, Feta et le

chevrotin.

4 Fromages traditionnels algériens

Le fromage est 1’un des produits laitiers qui est largement consommé dans le monde (Fox
et al., 2000). Depuis I’antiquité qu’il est fabriqué de maniére artisanale a partir du lait des
differentes espéces de ruminant (vache, brebis, chévre, chamelle) au niveau des fermes et des
élevages familiaux des nombreuses régions du pays. Le besoin de conserver le lait pour une

longue durée, a conduit au développement des techniques de transformation laitiére qui a
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contribué a I’innovation de sous-produits laitiers tels que les fromages traditionnels. Ces produits
laitiers ont permis la conservation facile du lait transformé pour une longue période.

L’Algérie possede une variété de produits laitiers traditionnels et spécifiquement les
fromages artisanaux (Leksir et al., 2019). Ces fromages traditionnels sont fabriqués dans les zone
rurales au niveau familial, généralement consommé a 1’état frais ou peut étre semi-affine et ils
sont genéralement fabriqués a partir de lait cru par des techniques variables selon la région
(Dahou et al., 2021).

La figure 2 représente les procédés de fabrication des principaux produits laitiers
artisanaux et des fromages traditionnels en Algérie.
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Figure 2 : Diagramme de fabrication des principaux produits laitiers et fromages traditionnels

4.1 Fromage J’ben

Algériens (Leksir et al., 2019).

4.1.1 Définition du fromage J’ben
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Le fromage « J’ben » est une appellation commune des régions steppiques des pays du
Maghreb en particulier 1’ Algérie. Le mot « J’ben » en arabe correspond au fromage.

Le « J’ben » est un fromage frais de type fromage blanc a pate molle produit de maniére
traditionnelle. 1l est préparé a partir de lait cru par différents techniques de fabrication ce qui
conduit a un produit final avec des caracteristiques tres variées (Mennane et al. 2007).

Le fromage artisanal « J’ben » est un fromage fabriqué dans de nombreuses régions
rurales d’ Algérie :
= Dans les régions des montagnes de I’Est de 1’ Algérie comme (Guelma, Tébessa, Souk Ahras).
= Dans les zones steppiques de I’ouest algérien (Nadma, El Bayadh, Laghouat) des zones semi-

arides a vocation pastorale (Mechai et al., 2014).

Ce fromage est préparé a partir de lait cru de chevre ou de brebis, et de plus en plus avec
du lait de vache avec une fermentation spontanée par la flore lactique indigéne sans 1’utilisation
des starters. La technologie originale de fabrication du J’ben est spécifique a chaque région avec
une meéthode de fabrication générale commune entre ces régions (Nouani et al., 2009).

Le fromage « J’ben » est préparé de manicre artisanale et donc ne possédé pas des
caractéristiques finales stables et communes aux différentes régions de fabrication. Les
caractéristiques organoleptiques et les caractéristiques physico-chimiques, de méme que les
propriétés nutritionnelles restent toujours dépendantes de I’origine du lait, du cheptel et de son
alimentation, du stade de lactation, de la composition du lait en matiére grasse, en matiére azotée
et en minéraux, ainsi que la nature et de I’importance de sa flore lactique indigéne etc.
(Meghoufel, 2019).

4.1.2 Fabrication du fromage J’ben

Bien qu’il y’a différentes techniques et procédés de fabrication du fromage J’ben selon
les régions, il apparait ’application de trois grandes étapes communes et essentielles de
fabrication qui sont :
= Laphase de pre-coagulation (acidification) et de maturation du lait cru.
= La phase de la coagulation.

= La phase de I’égouttage du caillé.
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4.1.2.1 Pré-coagulation

Cette phase consiste a laisser le lait cru dans une température ambiante pendant environ
24 heures ; cette opération favorise 1’acidification spontanée du lait par sa propre flore lactique

au cours de sa croissance.

4.1.2.2 Coagulation

Apres Iacidification, le lait est chauffé 1égerement puis additionné de présure artisanale
(coagulation enzymatique). Les enzymes de la coagulation du lait sont soit :

D’origine animale : en utilisant de la caillette des jeunes ruminants (veau, chevreau,
agneau) abattus avant le sevrage, qui contient deux enzymes protéolytiques (la chymosine et la
pepsine).

D’origine végétale : plusieurs plantes sont utilisées pour engendrer la coagulation du lait.
La fleur séchée de Cynara cardunculus (Artichaut sauvage) ou le cardon (Khorchef el-berri) a
coagulation spécifique au J’ben Algérien (Leksir, 2018 ; Mouzali et al., 2003). D’autres plantes
sont utilisees comme : Cynara scolymus ou I’artichaut (Karnoune) et bien Ficus carica ou la
figue (Nouani et al., 2009).

4.1.2.3 Egouttage du caillé

Apres I’obtention du coagulum, 1’égouttage se fait par drainage du lactosérum et donc le
coagulum obtenu est enroulé dans le tissu propre trés fin. Le fromage J’ben peut étre condimenté

de sel et des plantes aromatiques ou méme des épices selon les régions et les fabricants.

4.1.3 Composition microbiologique du fromage J’ben

Comme tous les types de fromages traditionnels la composition microbiologique subi une
variation selon plusieurs facteurs tels que : ’alimentation, le stade de lactation, la saison etc. Ces
facteurs influencent la qualité fromagére du lait. Il y a d’autres facteurs liés au fromage lui-méme
qui peuvent influencer la variation microbiologique comme : la technique ou le processus de

fabrication et 1’age du fromage.
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Les études entamées sur la diversité du lait de vache en bactéries lactiques montrent une
biodiversité en genres et en especes. Les genres qui sont largement isolés sont : les entérocoques,
les lactocoques, les leuconostocs et les lactobacilles. D’aprés Dahou et al. (2015) le J’ben du lait
de vache obtenu de la région de Nadma est essentiellement composé des deux genres :
Enterococcus a 70 % et Lactococcus a 30 %, alors que Mourad et al. (2015) y ont trouvé que le
J’ben de la région de Djelfa est composé de genres suivants : les lactocoques, les lactobacilles et
les entérocoques avec majoritairement de différentes especes de lactococcus (Lactococcus lactis,
Lactococcus raffinolactis, Lactococcus cremoris), de lactobacilles (Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei et Lactobacillus helveticus). Saidane et al. (2022) ont isolé les 4 genres suivants :
Enterococcus, Lactococcus, Leuconostocs et Lactobacillus a partir le fromage J'ben Elgafs de

vaches locales : dans la région d’El Ouldja dans la Wilaya de Relizane dans 1’ouest algérien.

5 Interactions microbiennes dans le fromage

Dans la nature, les micro-organismes vivent en communautés complexes, au sein
desquelles différentes interactions microbiennes directes et indirectes, peuvent se produire.

Les interactions microbiennes sont influées par une variété de mécanismes biologiques
dont les interactions trophiques (alimentation croisée) et I'échange des métabolites sont les plus
typiques. Les chaines alimentaires trophiques permettent a plusieurs groupes d'organismes de
survivre avec des ressources limitées, ce qui accroit la diversité des communautés (Mayo et al.,
2021).

En général, les interactions entre les différents micro-organismes ont un impact sur la
composition finale et la diversité du microbiote du fromage, mais surtout sur sa fonctionnalité.
Une interaction indésirable provoque 1’échec de la fermentation et entraine généralement un
processus de maturation inapproprié qui dégrade les propriétés sensorielles du produit final.

Il existe des nombreux types d'interactions indirectes entre les différents types des
microbes (Braga et al., 2016 ; Pacheco & Segre, 2019), bien que, comme dans des autres
écosystemes, les quatre principaux types d'interactions dans le fromage impliquent la

competition, I'amensalisme, le commensalisme et le mutualisme (Smid & Lacroix, 2013).
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5.1 Compétition

Dans la compétition, deux ou plusieurs micro-organismes se disputent les ressources en
nutriments et en énergie d'une maniére qui affecte négativement les deux. Le succes de survie et
de croissance des BLs dans le lait est d0 & leur utilisation efficiente des nutriments présents dans
ce milieu, notamment le lactose (un sucre rarement trouvé hors le lait, dont l'utilisation nécessite
des mécanismes de transport et de degradation spécifiques (Iskandar et al., 2019). De plus, a leur
capacité a dégrader les protéines du lait (caséines) et a absorber les acides aminés et les peptides
libérés ; alors que les autres organismes sont limités par I'incapacité d'utiliser le lactose et/ou les
faibles quantités de substrats azotés librement disponibles (Upadhyay et al., 2004 ; Liu et al.,
2010).

La compréhension de ces interactions est essentielle, par exemple, pour sélectionner des
espéces et des souches du levain (ou des mélanges de souches), ce qui leur permettra de se
développer dans les systemes laitiers (Monnet et al ., 2012).

5.2 Amensalisme

L'amensalisme implique des interactions dans lesquelles un type de micro-organisme
affecte négativement un autre type de micro-organisme en produisant des substances inhibitrices
non spécifiques inhibant sa croissance sans étre affecté. Ce type de relation est couramment
observé dans les fermentations laitieres, ou les bactéries lactiques produisent les acides
organiques (acide lactique) qui sont des inhibiteurs efficaces contre plusieurs micro-organismes.
En plus de la réduction du pH par ces acides organiques lorsqu'ils sont libérés dans le milieu
environnant. Ils ont également un effet inhibiteur direct résultant de leurs formes non dissociées
en diffusant a travers les membranes cellulaires et en libérant des ions H* qui acidifient le
cytoplasme de la cellule (Schniirer & Magnusson, 2005). Les bactéries lactiques produisent aussi
d’autres agents inhibiteurs tels que : le peroxyde d’hydrogéne, les acides gras etc... Certains BLs
sont capables de produire des bactériocines et sont utilisées comme « cultures protectrices » dans
le fromage contre les différents pathogénes et les agents d’altération (Mayo et al., 2021). Les
substances inhibitrices sont capables d’inhiber les bactéries pathogenes et d’altération comme :

les staphylocoques, les entérobactéries, les clostridies etc.
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De plus de Dactivité antibactérienne, certaines bactéries lactiques ont une activité
antifongique (Schniirer & Magnusson, 2005). La nature et la quantité de 1’agent inhibiteur
antifongique produit dépend de 1’espéce et de la sous-espéce (Mayo et al., 2021). Les acides
organiques, diacétyle, H,O, les acides gras et les cyclopeptides sont tous rapportés comme des

inhibiteurs de certains champignons (Leyva et al., 2019).

5.3 Commensalisme

On parle de commensalisme lorsqu'un micro-organisme présent dans une mixture
microbienne a bénéficié des interactions qui se produisent dans cette mixture, tandis que les
autres organismes ne subissent ni effets négatifs ni effets positifs ; c’est-a-dire ce
microorganisme profite des métabolites produits par les autres pour sa croissance sans effet sur
eux. Il est reconnu depuis longtemps que l'activité protéolytique des cultures des bactéries
lactiques a protéase positive permet aux espéces et aux souches non protéolytiques de se
développer dans le lait (Juillard & Richard, 1991 ; Ranadheera et al., 2012). La méme interaction
a egalement été rapportée entre les composants des BLs de la culture starter Hollandaise

traditionnelle connue sous le nom de Ur (Erkus et al., 2013).

5.4 Mutualisme

Le mutualisme est une relation dans laquelle tous les micro-organismes impliqués
bénéficient de leurs interactions. L'interaction mutualiste la plus typique entre les bactéries
lactiques dans les produits laitiers est la "proto-coopération™ qui a lieu dans le yaourt entre
S. thermophilus et Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus (Sieuwerts et al., 2008 ; Herve-Jimenez et
al., 2009).

Il 'y a aussi une action coopérative entre les levures et les bactéries lactiques dans le

fromage (Mayo et al., 2021).
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1 Généralités

Les bactéries lactiques représentent un groupe hétérogene de microorganismes, le terme
bactérie lactique est lié a leur capacité de fermenter les aliments et de produire de 1’acide lactique
comme produit principal du métabolisme. En raison de ces vastes frontieres et hétérogénéités,
des caractéristiques plus pertinentes ont été étudiées pour identifier ces bactéries. Elles sont
Gram positif, catalase négative, non sporulées et immobiles, en forme Cocci ou en batonnets,
elles peuvent étre aérobies ou anaérobies. Suite a leur fermentation des carbohydrates pour la
synthése d’énergie (ATP), deux voies métaboliques résultent : une homofermentaire, dont
laquelle I’acide lactique est le seul ou le composant le plus dominant de la réaction métabolique
et une hétérofermentaire si I’acide lactique est accompagné par autre composant tel que I’acide
acétique, 1’éthanol et le CO..

Les bactéries lactiques sont divisées en deux phylums : Firmicutes et Actinobacteria.

- Phylum Firmicutes composé de: Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus, Tetragenococcus, Aerococcus,
Carnobacterium, Weissella, Alloiococcus, Symbiobacterium et Vagococcus.

- Phylum Actinobacteria, représenté par le plus important : Bifidobacterium (Von Wright
& Axelsson, 2011 ; Liptakové et al., 2017).

Les bactéries lactiqgues sont généralement considérées comme GRAS "Generally
Recognized As Safe”, sauf pour certaines espéces du genre Streptococcus, Enterococcus
et certains Lactobacillus qui sont considérés comme pathogénes opportunistes (Aguirre &
Collins, 1993; Konig et al., 2009). Elles sont surtout connues pour le role bénéfique pour la santé
grace a leurs propriétés technologiques, et elles sont impliquées dans I’industrie des produits
alimentaires fermentés en tant que starters ou elles servent a développer et a améliorer leurs

caractéristiques organoleptiques et a augmenter leur durée de conservation.

2 Origine et habitat

Les bactéries lactiques sont des bactéries dites ubiquistes, on les trouve partout dans la
nature. Généralement elles colonisent les habitats riches en nutriments tels que : le lait et les
produits laitiers, les plantes et les produits végétaux (ensilage, fruits, grains), les produits carnés

(viande, poisson), sur la peau et dans la muqueuse du tractus digestif et vaginal de I’homme et de
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I’animal, et on les trouve également dans le sol, les engrais, et les eaux d’égout (Hammes et al.,
1991 ; Liu et al., 2014).

3 Taxonomie des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques appartiennent surtout au phylum Firmicutes. La classification
classique des bactéries lactiques dite phénotypique est basée sur des caractéristiques
morphologiques, biochimiques et physiologiques tels que :

-Gram positif,

-Absence de catalase et d’oxydase,

-Le mode de fermentation du glucose,

-La croissance a différentes tempeératures,

-La capacité de croissance a de hautes concentrations de sel (6.5% a 18%),

-La tolérance aux pH acides et alcalins,

-La production des exopolysaccharides,

-L’hydrolyse de I’arginine,

-La formation d’acétoine, etc.

A partir des années 1980 et 1990, la classification phylogénétique en se basant sur le
séquengage de I’ARNr 16S et 23S a été engagée (Woese, 1987), ce qui a conduit a la révision de
plusieurs schémas de classification et a entrainé des grands changements au niveau de la

nomenclature (Tableau 1).

e Streptococcus

Ces bacteéries sont de forme sphérique (coques) ou ovoide, regroupées en paires ou en
chainettes, Gram positives, catalase négatives, immobiles, aérobies facultatives, avec certaines
ont besoin de CO, pour se développer. Ces bactéries sont généralement homofermentaires qui ne
produisent pas le CO, au cours de la fermentation du glucose. La température optimale de
croissance est de 37°C mais la température minimale et maximale peut varier entre les especes.
Beaucoup d’espéces sont commensales de I’homme et des animaux et certaines sont hautement
pathogénes (Whiley & Hardie, 2009). En utilisant les tests phénotypiques, il est difficile de
differencier le genre Streptococcus du genre Enterococcus ou du Lactococcus (Holzapfel &
Wood, 2014).
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Tableau 1 : Liste des espéces de BLs (Holzapfel & Wood, 2014)

Marinilactibacillus
Trichococcus (incl.Lactosphaera)

M. psychrotolerans
Tr. Flocculiformis

Famille Genre Espéces Nb d’espéces dans le genre
Aerococcaceae Abiotrophia Ab. Defective 1
Aerococcus Ae. Viridans 7
Dolosicoccus Dc.Paucivorans 1
Eremococcus Ere. Coleocola 1
Facklamia F. hominis 6
Globicatella Glo. Sanguinis 2
Ignavigranum Ig. Ruoffiae 1
Carnobacteriaceae  Alkalibacterium Alk. Olivapovliticus 9
Allofustis Af. Seminis 1
Alloiococcus Ai. Otitis 1
Atopobacter Ap. Phocae 1
Atopococcus Ac. Tabaci 1
Atopostipes At. Suicloacalis 1
Bavariicoccus B. seileri 1
Carnobacterium C. divergens 10
Desemzia D. incerta 1
Dolosigranulum Dg. Pigrum 1
Granulicatella Gra. Adiacens 3
Isobaculum Is. Melis 1
Lacticigenium Lg. naphtae 1
2
5
1
43

Enterococcaceae Catellicoccus Cat. Marimammalium
Enterococcus Ent. Faecalis
Melissococcus Me. Plutonius 1
Pilibacter Pi. Termitis 1
Tetragenococcus Tet. Halophilus 5
Vagococcus V. fluvialis 8
Lactobacillaceae Lactobacillus Lb. delbrueckii 151
Paralactobacillus Pl. selangorensis 1
Pediococcus Ped. Damnosus 11
Leuconostocaceae Fructobacillus Fru. Fructosus 5
Leuconostoc Leuc. Mesenteroides 13
Oenococcus 0. oeni 2
Weissella W. viridescens 15
Streptococcaceae Lactococcus Lc. Lactis 7
Lactovum Lv. Miscens 1
Streptococcus Strep. Pyogenes 78
Autres BLs Bifidobacterium Bif. Bifidum 41

2 A I'exclusion des espéces reclassées génériquement et des espéces reclassées au rang de sous-espéces.
Y Les espéces considérées comme des synonymes hétérotypiques ont été comptées une fois.

Nb Nombre.

Enterococcus

Les entérocoques sont des bactéries Gram positives, de forme sphérique ou ovoide,

isolées ou regroupees en paires ou en des courtes chainettes, généralement immobiles et catalase
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négatives, mais certaines espéces sont mobiles ex : E.gallinarum et d’autres possedent une
pseudo-catalase.

Les entérocoques sont des bactéries homofermentaires. L’identification phénotypique au
sein de ce genre est compliquée, mais la plupart des entérocoques sont caractérisées par : la
tolérance au pH 9,6, a une concentration de 6,5% de NaCl, a un taux de 40% des sels biliaires et
par la capacité de croissance a 10°C et a 45°C.

L’importance des entérocoques est liée & leur role dans 1’alimentation et a la santé
publique. Elles sont associées aux aliments avec un effet néfaste (altération des aliments) ou
bénéfique car par exemple elles jouent un réle important dans le processus de coagulation du lait
et au développement de I’arome de certains produits traditionnels fermentés tels que fromage,
surtout ceux qui sont fabriqués au niveau du bassin méditerranéen et des Balkans. Aussi ces
bactéries sont utilisées comme des probiotiques associés aux traitements des diarrhées liées aux

agents pathogenes de contamination alimentaire (Holzapfel & Wood, 2014).

e Lactococcus

Les Lactococcus sont des bactéries Gram positives, catalase négatives, non mobiles et de
forme en cocci, qui ont un diametre de 0.5 a 1.5 um, avec une disposition isolée, en paires ou en
chaines. Leur métabolisme est homofermentaire,

Elles sont anaérobies facultatives, mésophiles avec une capacité de se développer a une
température variable entre 10 et 40 °C (avec un optimum de 25 a 35 °C), mais sont incapables de
se développer a 45°C, ni a 6,5 % de NaCl ou a pH 9,6.

L’utilisation industrielle des lactocoques est généralement comme des starters dans les
produits laitiers, tels que le fromage, la creme et le beurre. Les Lactococcus lactis sont les plus
intéressantes car elles sont utilisées comme des starters seuls ou en cultures mixtes avec d’autres
BLs. Leurs principaux réles dans la fermentation laitiere comprennent le développement de la
texture en produisant des exopolysaccharides, ainsi que I’amélioration de la saveur en produisant
des composants aromatiques (alcool, aldéhyde) et/ ou a travers le métabolisme du citrate
(Libudzisz & Galewska, 1991), des acides aminés et des lipides (Holzapfel & Wood, 2014). Les
lactocoques sont utilisées pour la bio-préservation des aliments grace a leur capacité de produire
des acides organiques et des bactériocines dont la nisine qui représente la meilleure bactériocine

caractérisée. Les lactocoques sont aussi utilisées comme des probiotiques (Suzuki et al., 2008).
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e Lactobacillus

Le genre Lactobacillus est caractérisé par des grandes variations morphologiques, soit
des bacilles (batonnets) longs, parfois incurvés ou des coccobacilles courts, isolés ou en chaines.
Les bacilles sont immobiles sauf pour certaines espéces. Leur température optimale de
croissance est de 30°C a 40°C mais peut varier de 2°C a 53°C ; le pH est entre 3 et 8.

Selon Orla-Jensen (1919) Il y a 3 groupes :

Groupe 1 : Thermobacterium : homofermentaires obligatoires.

Groupe 2 : Streptobacterium : hétérofermentaires facultatives.

Groupe 3 : Betabacterium : hétérofermentaires obligatoires.

Plusieurs espéces de lactobacillus sont hautement spécialisées et se trouvent dans un
nombre limité de niches. Les especes comme L. delbrueckii, sont adaptées aux environnements
laitiers et appliquées dans la fabrication de yoghourt ; les espéces comme L. acidophilus, L.
johnsonii et L. reuteri préférent I’environnement intestinal est donc sont fréqguemment utilisées
comme des probiotiques. Les autres lactobacillus tels que L. plantarum et L. rhamnosus
colonisent les différentes niches écologiques : la viande, le poisson, les produits végétaux, les

produits laitiers et le tractus intestinal (Siezen & van Hylckama Vlieg, 2011).

e Leuconostoc

Les cellules de Leuconostoc sont des coques a Gram positif, catalase négatives, non
mobiles, disposées en paires ou en chaines, leur métabolisme est hétérofermentaire.

Ces sont des bactéries mésophiles, leur température optimale de croissance est de 20°C a
30°C. Ce sont des hétérofermentaires qui métabolisent le glucose en acide lactique, aprés une
production d’éthanol, du CO; et des traces d’acide acetique. Elles sont aérobies a anaérobies
facultatifs.

Les Leuconostocs sont associées aux différents habitats et ces sont des agents trés
importants dans la fermentation des aliments mais certaines peuvent causer des altérations
alimentaires. Elles sont retrouvées dans les plants, les vegétaux fermentés, et les produits
d’origine animale tels que : le lait cru et les produits laitiers (fromage, lait fermenté), aussi la
viande et le poisson (Bjorkroth & Holzapfel, 2006).

L’importance des Leuconostocs est associée a leur réle dans la fermentation du lait, des

végétaux et des céréales. Ces bacteries sont utilisées comme des starters mésophiles responsables
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du développement d’ar6mes typiques aux produits laitiers tels que : le fromage artisanal au lait
cru (Mayra-Makinen & Bigret, 2004). Les leuconostocs assurent la préservation et ’amélioration
de la qualité sensorielle grace a la production de plusieurs composants aromatiques et
antimicrobiens : les acides organiques, le CO,, le diacétyle et le peroxyde d’hydrogéne (Hastings
et al., 1994; Stiles, 1994 ; Parente et al., 1996 ; Hemme & Foucaud-Scheunemann, 2004;
Bjorkroth & Holzapfel, 2006 ; Xiraphi et al., 2008). Elles sont aussi capables de produire des

bactériocines.

e Pediococcus

Ce sont des coques a Gram positif, catalase négatives mais certaines sont pseudo catalase,
non mobiles. Elles sont généralement aérobies facultatives et leur fermentation est homolactique.

Ces bactéries sont caractérisées par la forme en tétrade liées a leur division alternée en
deux directions perpendiculaires. La température de croissance est de 25°C a 35°C.

Elles sont des bactéries mésophiles retrouvées dans différents habitats : les plants, la
viande et les produits laitiers. Elles sont impliquées comme des starters pour différents aliments
fermentés car elles donnent I’arome et le texture. Elles jouent un rdle dans la fermentation et la
maturation du fromage (Callon et al., 2004) surtout pour développer un fort ardme (Ogier et al.,
2002).

4 Intéréts des bacteries lactiques

Les bactéries lactiques présentent un intérét dans 1’industrie agroalimentaire puisqu’elles
sont impliquées comme des starters pour la production d’aliments fermentés. Elles jouent un réle
important dans la préservation et la sécurite alimentaire (Caplice & Fitzgerald, 1999). Le
caractere préservatif est grace a leur capacité de produire : les acides organiques, 1’éthanol, le
COg, I’H,0,, les bactériocines et les antibiotiques (De Vuyst & Vandamme, 1994 ; Corsetti et
al., 1998 ; Holtzel et al., 2000 ; Lavermicocca et al., 2000 ; Atrih et al., 2001).

Le role majeur des bacteries lactiques est le processus de fermentation, leur application
dans D’industrie de transformation alimentaire est due & leurs propriétés technologiques et
probiotiques (Ravyts et al., 2012 ; Montel et al., 2014; Bintsis, 2018 ; Zielinska & Kolozyn-

Krajewska, 2018). Le processus de fermentation se produit en deux manieres : spontanée par les

28



CHAPITRE Il. BACTERIES LACTIQUES

bactéries autochtones ; ou contrdlée en utilisant des levains lactiques pour obtenir les propriétés
désirables.

Les bactéries lactiques sont impliquées en tant que des starters primaires ou leur role
majeur est la production de I’acide lactique, ex : les mésophiles : Lactococcus et Leuconostoc ; et
les thermophiles tels que : Strep. thermophilus, Lb. delbrueckii, et Lb. Helveticus. Les starters
secondaires ne sont pas directement impliqués dans un but de produire de I’acide lactique en
premier lieu ni d’interférer dans cette opération ; elles ont pour but essentiel d’engendrer le
développement des caractéristiques organoleptiques des aliments (Beresford & Williams, 2004).

4.1 Intéréts des bactéries lactiques dans les aliments :

e Sensoriel

Le développement de I’ardbme et de la saveur est lie aux différents processus
métaboliques qui engendrent la production de plusieurs composants aromatiques comme :
’acétoine, 1’acétaldéhyde, I’acide acétique, les acides gras, les acides aminés libres, les cétones,
les lactones, les composes soufrés et 1’éthanol (Cogan et al., 1981 ; Califano & Bevilacqua,
2000). Parmi ces processus :

La fermentation des sucres (les sucres simples de faible poids moléculaire) avec une
production des différents acides organiques (principalement 1’acide lactique).

Le métabolisme de carbohydrates par les BLs est responsable de développement des
propriétés aromatiques (Terzic-Vidojevic et al., 2020) ; la conversion du lactose et du citrate : le
lactose est transformé principalement en lactate, mais au cours de la glycolyse une partie du
pyruvate est alternativement transféré en différents composants aromatiques : le diacétyl,
I’acétoine, 1’acétaldéhyde ou 1’acide acétique. Certains de ces composants et en quantité
adéquate donnent un godt typique aux aliments fermentés (Pastink et al., 2008).

La protéolyse est le plus important processus pour le développement de la saveur de
plusieurs aliments fermentés tels que le fromage (Savijoki et al., 2006 ; Kieliszek et al., 2021).
Les enzymes protéolytiques (protéinases et peptidases) engendrent la dégradation de la caséine et
la production des acides aminés libres. Les acides aminés sont transformés en divers alcools,
aldéhydes, acides, et esters qui sont a 1’origine des saveurs spécifiques (van Kranenburg et al.,
2002).
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La lipolyse est un processus essentiel qui aboutit au développement de la flaveur de
fromage lors de sa maturation (Garcia-Cano et al., 2019). Les acides gras et les acides aminés
libres contribuent a I’augmentation de 1’intensité et accélérent la maturation du fromage (Crow et
al., 2001). L’activité lipolytique est assez faible et rare chez les BLs (Molimard & Spinnler,
1996).

e Texture

La texture est un caractere recherché dans les aliments fermentés et de transformation,
selon le type du produit, il y a une texture spécifique désirable. Les bactéries lactiques jouent un
réle majeur dans la fabrication et le développement de la consistance des aliments fermentés tels
que le fromage (Yoon et al., 2016).

Parmi les composants bactériens qui déterminent la texture des produits alimentaires sont
les exopolysaccharides (EPS). Les EPS sont des polymeéres sucrés conduisant a 1’amélioration de
la texture, la consistance et la stabilite du produit final (Holzapfel & Wood, 2014). Les EPS
donnent les caractéristiques finales des produits laitiers surtout pour le yoghourt, et permettent de
donner a ces produits une texture homogene et stable. Les BLs productrices des
exopolysaccharides sont désirées dans 1’industrie alimentaire car les EPS fonctionnent comme
texturant, émulsifiant et agent de viscosité, ainsi qu’elles ont un comportement rhéologique
pseudo-plastique et une capacité de liaison a 1’eau (Kodali et al., 2009).

La fermentation des sucres conduit a la diminution du pH ce qui conduit a la coagulation
du lait et a la fabrication du fromage. La fermentation conduit aussi a I’élaboration des différents
laits fermentés tels que le yaourt. Au cours de la fermentation, le métabolisme du glucose
conduit a des metabolites tels que : les acides organiques responsable de développement de la
texture caractéristique du produit fermente (Ayivi et al., 2020) ainsi que le CO, et 1’H, qui ont
une influence sur le texture.

La protéolyse influence aussi la texture des différents produits fermentés (van

Kranenburg et al., 2002) tels que les fromages de différents types.
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e Augmentation de la durée de conservation

L’augmentation de la durée de conservation est assurée principalement par la production
des acides organiques (acide lactique) au cours de la fermentation des carbohydrates. Ce
processus contribue a I’abaissement du pH et a I’inhibition des bactéries pathogenes et des agents
d’altération.

Aussi les bactéries lactiques synthétisent des substances qui ont une activité
antimicrobienne en plus de 1’acide lactique telles que: I’éthanol, le CO,; I’H,O,, les
bactériocines et les antibiotiques.

L’utilisation des bactéries lactiques pour la conservation des aliments sert a diminuer

I’utilisation des conservateurs chimiques qui peuvent étre néfastes pour la santé.

e Amélioration de la valeur nutritionnelle

Les bactéries lactiques sont capables d’enrichir les aliments par les vitamines et
d’améliorer la digestibilité des nutriments non digestibles par I’hydrolyse des oligosaccharides
comme : la raffinose ; la dégradation des protéines (protéolyse) et des lipides (lipolyse) en acides
aminés et en acides gras essentielles, ce qui conduit a I’augmentation de la valeur nutritionnelle
(Widyastuti & Febrisiantosa, 2014 ; Camara et al., 2019).

Plusieurs travaux ont démontré la capacité de certaines bactéries lactiques a produire des
vitamines du groupe B : comme la biosynthése de ’acide folique (B9), de la vitamine B2
(riboflavine), et de la cobalamine (B12) qui sont produites par la souche de Lactobacillus reuteri
CRL1098 (LeBlanc et al., 2011). Ainsi, les bactéries lactiques sont les meilleures candidates
pour enrichir les aliments en vitamines (LeBlanc et al., 2015). D’autres recherches ont démontré

leur capacité a produire des vitamines K (Walther & Chollet., 2017).

4.2 Intéréts des bactéries lactiques pour la santé

Les bactéries lactiques apportent des bénéfices a la santé en tant que « des bactéries
amies » par deux mécanismes :

Des effets directs de ces microorganismes appelé « effets probiotiques »,

Des effets indirects sur lesquels ces microorganismes produisent des meétabolites

secondaires bénéfiques pour la santé (Hayes et al., 2007).
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Les probiotiques sont des microorganismes vivants qui par leur consommation en
quantité adéquate fournissent un effet bénéfique sur la santé (Vaughan et al., 2005). Les effets
des bactéries lactiques sur la santé sont réalisés par 05 mécanismes (Salminen, et al. 1999 ;
Rolfe, 2000 ; Adebayo, 2018) :

e Production des substances antimicrobiennes

La production des substances antimicrobiennes comme les bactériocines par exemple est
I’'une des caractéristiques des probiotiques qui présente un intérét croissant ces dernieres
décennies. Ces substances antimicrobiennes constituent un outil trés efficace pour lutter contre

les bactéries pathogenes.

e Inhibition de I’adhésion des bactéries pathogénes aux cellules épithéliales et support

de la barriére intestinale

L’adhésion des bactéries lactiques a 1’épithélium du tractus digestif est un caractere
désirable pour le choix des souches probiotiques (Tableau 2) car il favorise I’augmentation de
leur durée de séjour ; favorise 1’élimination des pathogénes et I’interaction avec les cellules
épithéliales et immunitaires de 1’héte (Figure 3).

La fixation des bactéries lactiques a 1’épithélium empéche la fixation des pathogénes par
saturation des sites épithéliales ou par la production des composants qui empéchent 1’adhésion.
Certains probiotiques peuvent avoir le méme site d’adhésion avec les cellules pathogénes ; elles
peuvent entrer en compétition avec ces pathogénes pour se combiner avec certains sites de
glycolipides en empéchant leur adhésion.

En plus des sites d'adhésion des glycolipides, les bactéries lactiques peuvent sécréter des
substances albuminoides qui peuvent inhiber la combinaison entre le pathogene et le récepteur
d'adhésion (Jensen, 2014).

Les bactéries pathogénes et leurs substances macromoléculaires peuvent pénétrer dans la
muqueuse intestinale et détruire la barriere muqueuse. Les probiotiqgues non seulement
préviennent et reparent les dommages causés a la muqueuse intestinale, mais aussi affaiblissent

I’action de l'agent pathogéne a I'hote.
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Figure 3. Mécanismes d'action des bactéries probiotiques (Jensen, 2014).
(1) Les bactéries probiotiques peuvent avoir un effet sur d'autres bactéries et ainsi exclure ou inhiber
les agents pathogeénes (diminution du pH luminal, peptides antimicrobiens, inhibition de l'invasion
bactérienne, blocage de I'adhésion bactérienne aux cellules épithéliales) ;

(2) Les bactéries probiotiques peuvent renforcer la barriére épithéliale intestinale (augmentation de la
production du mucus, production de défensines, renforcement des protéines TJ et prévention de

I'apoptose) ;
(3) Les bactéries probiotiques peuvent moduler la réponse immunitaire de I'néte (effets sur les cellules
épithéliales, les monocytes/macrophages et les lymphocytes).

Les composants bactériens responsables du renforcement de la barriere épithéliale
comprennent des facteurs de surface cellulaire, des protéines sécrétées, des protéines solubles et
de I'ADN bactérien (Lebeer et al., 2008). Les bactéries probiotiques renforcent la muqueuse

intestinale en stimulant la production du mucus (la mucine) par cette derniére et préviennent

I’apoptose des cellules épithéliales.
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Tableau 2 : Bactéries lactiques couramment utilisées dans les préparations probiotiques (Tripathi & Giri,
2014)

Probiotic bacteria Species
L.acidophilus, L. casei, L. delbrueckii ssp., L. cellobiosus,
Lactobacillus sp. L. curvatus, L. fermentum, L. lactis, L. plantarum, L. reuteri,
L. brevis

B. bifidum, B. adolescentis, B. animalis, B. infantis, B. breve

Bifidobacterium sp. B. thermophilum, B. longum

Enterococcus sp. Ent. faecalis, Ent. Faecium

S. cremoris, S. salivarius, S. diacetylactis,

Streptococeus sp. S. intermedius

e |Immunomodulation

La protection vis-a-vis des perturbations de la flore digestive peut étre a travers la
stimulation de I’immunité spécifique et non spécifique par les microorganismes probiotiques
(Rolfe, 2000).

Les bactéries probiotiques interfacent avec les cellules épithéliales de I’hdte en jouant le
role d’un marqueur immunitaire qui va tirer les cellules immunitaires au site d’infection (Ashraf
& Shah, 2014). La couche des cellules épithéliales de la muqueuse gastro-intestinale représente
la premiére barriere de defense mécanique contre les corps étrangers. Cette barriere a une
permeabilité sélective qui peut s’interrompre en cas de maladie qui cause I’inflammation et
I’altération de la couche épithéliale intestinale. Certains probiotiques peuvent prévenir
I’inflammation chronique de la paroi gastro-intestinale en stimulant I’immunité innée de cet
épithélium (Bajagai et al., 2016).

Les probiotiques influencent le systeme immunitaire par différentes manieres telles que :
la production des cytokines, la stimulation des macrophages et I’augmentation de la
concentration des IgA sécrétées (Huang et al., 2021).

D’autres effets des probiotiques sur le systtme immunitaire qui vont conduire ala
prévention des infections des voies respiratoires, la prévention des allergies (conjonctivite,
asthme, eczéma et maladie inflammatoire de I’intestin). Les bactéries lactiques ont un effet sur la
protection des voies respiratoires en diminuant la durée et la sévérité de 1’infection en stimulant
les médiateurs de I’immunité (Reid, 2016). Plusieurs études cliniques sur 1’allergie sont réalisées

par la souche L. rhamnosus GG (Wells, 2011).
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En générale les probiotiques peuvent contracter le systeme immunitaire par le :

- Renforcement de la dégradation des antigénes a I’entrée et par altération de leur
immunogénicité.

- Réduction de la sécrétion des médiateurs de I’inflammation.

- Favorisation de I’exclusion des antigénes dans I’intestin en renforcant la réponse des IgA
mugueuses aux antigénes penétreés.

- Normalisation de I’augmentation de la perméabilité intestinale a cause de 1’inflammation.

e Compétition pour les nutriments

Les probiotiques interagissent avec les bactéries pathogenes par consommation des

nutriments (le ressource limitée) dans le milieu ce qui conduits a leur élimination.

e Dégradation des toxines et de leurs récepteurs

Les récepteurs des toxines pour les bactéries pathogénes comme les récepteurs de colites
a Clostridium difficile sur les cellules épithéliales peuvent étre dégradés par les bactéries

lactiques probiotiques.

La capacité des bactéries lactiques probiotiques a engendrer un effet a distance du site
d’administration est considérée comme une trés intéressante propriété. Cet effet est lié a la
production des composants absorbés a travers I’intestin qui va influencer les composants de
I’héte directement ou indirectement (Reid, 2016).

Arroyo et al. (2010) ont montrés les effets des bactéries lactiques (L. fermetnum or L.
salivarius) sur I’infection des glandes mammaires de la femme.

La réduction de la cholestérolémie par plusieurs mécanismes tels que la diminution du
taux de 1’acide désoxycholique au niveau intestinale, déconjugaison des sels biliaires par
I’hydrolase et assimilation du cholestérol (Guo & Li, 2013; Oner et al., 2014; Tomaro-
Duchesneau et al., 2014).

Parmi les effets positifs des probiotiques sur la santé :
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e Controle des perturbations digestives et des diarrhées

Les diarrhées et les perturbations digestives sont de divers types et induites par plusieurs
causes. Des recherches ont montré 1’effet positif des probiotiques sur quelques types de
diarrhées :

-Prévention de la diarrhée des enfants causee par le rotavirus (par I’efficacité du
Lactobacillus GG),

-Prévention de la rectocolite hémorragique,

-Réduction des symptdmes diarrhéiques du SIDA,

-Réduction des diarrhées induites par les antibiotiques.

e Effets sur le cancer

Des études ont montré que les probiotiques peuvent réduire le risque du cancer par
inhibition des enzymes bactériens (dont la B.glucoronidase, I'azoréductase et la nitroréductase)
qui convertissent les précarcinogénes en carcinogenes actives. L’effet anti-tumoral des
probiotiques peut étre lié a :

-La suppression, le blocage ou 1’élimination des précarcinogénes/ carcinogenes.

-La suppression des bactéries qui liberent les enzymes responsables de la conversion des
précarcinogenes en carcinogenes.

-La stimulation du systeme immunitaire

-La modification du temps de transit au niveau du colon pour éliminer les mutagénes
fécales de facon rapide.

Beaucoup d’études ont été réalisées in vivo et in vitro sur 1’effet positif des probiotiques
dans la suppression du cancer. Parmi ces travaux ceux de I’effet des probiotiques sur la réduction
du risque du cancer du foie causé par les aflatoxines de Aspergillus paraciticus (EI-Nezami et

al., 2006) ; du cancer du cdlon et du cancer du sein (de Moreno de LeBlanc et al., 2005).

e Effets vis-a-vis des infections
-Les probiotiques ont été utilisés pour le traitement des infections microbiennes de
differents types et dans diverses localisations :

-Prévention des infections urogénitales (Hanson et al., 2016) ;
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-Prévention des infections post-opératoires des opérations abdominales (Lytvyn et al.,
2016) ;
-Controle des diarrhées infectieuses (Kechagia et al., 2013).

e Amélioration de la digestibilité et de I’intolérance au lactose
Certaines personnes souffrent de I’intolérance au lactose liée au manque de I’enzyme (B

galactosidase) responsable du métabolisme du lactose. Ces personnes ne peuvent pas consommer
le lait ou les produits qui contiennent le lactose. L’effet bénéfique des probiotiques sur le lactose
peut s’expliquer par de deux manieres :

- soit par I’effet de I’hydrolyse du lactose au niveau de I’aliment fermenté lui-méme,

- soit apres ingestion au niveau du tractus intestinal.

Les études ont montré que 1’addition des souches probiotiques aux produits laitiers permet de

diminuer le risque de I’intolérance au lactose grace a la sécrétion de I’enzyme [ galactosidase

bactérien. L’activité enzymatique des probiotiques favorise la digestion et I’assimilation des

aliments non digestibles.
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1 Agents inhibiteurs produits par les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont connues depuis longtemps pour leurs effets antagonistes et
elles ont été impliquées pour la bio-conservation des produits alimentaires et de leurs dérivés. De
nos jours, elles sont utilisées dans le domaine alimentaire et médical (thérapeutique) pour lutter
contre les différents germes pathogeénes et / ou d’altération. Ceci grace a leur capacité de
production de certains métabolites (molécules bioactives) a propriétés antimicrobiennes capables

d’inhiber ou de limiter la croissance des germes indésirables.

1.1 Acides organiques et diminution du pH

Les bactéries lactiques peuvent produire différents acides organiques au cours de la
fermentation a travers le métabolisme des carbohydrates.

La production des acides est considérée comme le mécanisme le plus important par
lequel les BLs inhibent les pathogénes. L’accumulation des acides organiques va provoquer
I’abaissement du pH et I’inhibition de plusieurs bactéries & Gram positif et & Gram négatif. Elles
peuvent pénétrer dans une cellule bactérienne a travers la membrane plasmique et se décomposer
en ions dans un environnement a pH élevé, provoquant I'acidification du cytoplasme (Podolak et
al., 1996).

L’acidification peut altérer le metabolisme cellulaire en détériorant les enzymes, en
inhibant la synthése des protéines, en détruisant le matériel génétique, en interrompant
I'absorption des nutriments et en endommageant la sous-structure et la fonction de la paroi
cellulaire et des membranes.

Parmi ces acides organiques on trouve l’acide lactique, 1’acide acétique et 1’acide
propionique. L’acide lactique et 1’acide acétique peuvent inhiber les Pseudomonas spp (Sallam,

2007) et a leur combinaison, elles peuvent inhiber E. coli et Salmonella (Adams & Hall, 1988).

1.2 Peroxyde d’hydrogéne

La production de peroxyde d’hydrogéne par les bacteries lactiques est liée a la présence
de I’oxygéne a travers plusieurs systétmes comme NADH oxydase et flavoprotéine oxidase
(Ammor et al., 2006). Le peroxyde d’hydrogéne est un composant toxique qui peut inhiber la

croissance bactérienne en absence de la catalase.
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L'effet bactéricide du peroxyde d'’hydrogéne (H,O,) est attribué a son fort effet oxydant
sur les cellules bactériennes et a la peroxydation des lipides membranaires, ainsi que,
I’augmentation la perméabilité de la membrane, et a la destruction des structures moléculaires de
base des protéines cellulaires (Zalan et al., 2005). L’H,0, peut également étre un précurseur pour
la production des radicaux libres bactéricides tels que le superoxyde (O7) et les radicaux
hydroxyles (OH™) qui peuvent endommager I'ADN (Olaoye & Ntuen, 2011).

Les bactéries lactiques sont catalase négative, et I’accumulation de 1’H,0, dans le milieu
provoque leur inhibition aussi, mais certaines souches synthétisent une pseudo-catalase ce qui
permet leur protection contre leur propre peroxyde d’hydrogéne. D’autres enzymes peuvent

dégrader I’H,0, comme le peroxidase et flavoprotéine (Csibrikné, 2007).

1.3 Dioxyde de carbone

Le dioxyde de carbone est formé essentiellement au cours de la fermentation
hétérolactique des hexoses, il inhibe les microorganismes en s’accumulant dans la bicouche
membranaire et perturbe leur fonctionnement et leur perméabilité ; aussi il exerce un effet

inhibiteur en créant un environnement anaérobique (Ammor et al., 2006).

1.4 Diacétyl et Reutérine

Le diacétyl est un composant aromatique produit par plusieurs bactéries lactiques,
I’activité antimicrobienne du diacétyl a été observée vis-a-vis les levures, les bactéries a Gram-
négatif, et ceux a Gram positif (EI-Ziney et al., 1998).

La reutérine (3- hydroxypropionaldehyde) est une substance a activité antimicrobienne
produite par les bactéries lactiques a partir du glycérol, c’est une substance « antibiotique » a
large spectre d’activité vis-a-vis des levures, des moisissures, des bactéries a Gram positif et a
Gram-négatif ; car elle interfére avec la synthése de I’ADN en agissant sur les sous unités de
ribonucléotide reductase (Vollenweider, 2004). Elle est produite par certaines especes de
Lactobacillus dont Lactobacillus reuteri, (Chung, 1989). Lactobacillus reuteri produise aussi la
reutericycline (Holtzel et al., 2000) et la reutericine (Kabuki et al.,1997).
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1.5 Bactériocines

Les bactériocines sont des peptides antibiotiques a faible poids moléculaires avec une
activité antimicrobienne. lls agissent contre les espéces bactériennes qui sont taxonomiquement
proches de la souche productrice, et donc un spectre d’activité étroit. Mais les études montrent
que I’activité peut étre de spectre large et s’étend a des espéces différents (Cotter et al., 2005).

La premiére découverte des bactériocines a été signalée par Gratia , (1925). 1l a démontré
une activité bactéricide d'E. coli V, vis-a-vis d’autres souches d'E. coli S, par une substance
thermostable. Cette substance est nommeée colicine V. La découverte de la premiere bactériocine
produite par une bactérie lactique a été signalée par Whitehead, (1933) qui avait observé des
souches de lactocoques (Lc. lactis) qui ont inhibé la croissance de différentes bactéries lactiques
d’une culture fromagere, cette étude était une bréche a d’autres études qui ont montrées plus tard
que 1’agent inhibiteur est une substance de nature protéique thermostable et en 1947, elle a été
nommeée nisine (Mattick & Hirsch, 1947). C’est qu’en 1951 que I'utilisation des bactériocines a
été proposée pour la protection des aliments contre les contaminations alimentaires. En effet, les
travaux de Hirsch et al. (1951) ont démontré que la nisine inhibait les clostridies au cours de la
maturation d’un fromage.

Différentes définitions des bactériocines ont été données au cours du temps. Les
bactériocines sont définies comme des toxines protéinées synthétisées par voie ribosomique qui
inhibent la croissance des bactéries similaires ou proche par fabrication des pores dans la
membrane des bactéries pathogénes, et qui provoquent ainsi la perturbation de la perméabilité
membranaire (Da Costa et al., 2019). L’activité antimicrobienne de la majorité des bactériocines
est géneralement limitée mais certains d’entre eux posseédent un spectre d’activité étendu. Les
bactéries lactiques productrices des bactériocines sont immunisées contre leurs propres
bactériocines (Cotter et al., 2013).

Les bactériocines sont des peptides cationiques et hydrophobes qui peuvent s’organiser
en une ou plusieurs structures hélicoidales amphiphiles (Rodriguez et al., 2003 ; Heng et al.,
2007). En raison de leur structure protéique elles sont dégradables par les enzymes
protéolytiques.

Les bactériocines sont des petites molécules cationiques d'environ 30 a 60 acides aminés.
Elles difféerent par leur spectre d'activité, leur mode d'action, leur poids moléculaire, leur origine

génétique et leurs propriétés biochimiques (Chittora et al., 2022).

40



CHAPITRE IIl. PROPRIETES ANTIMICROBIENNES DES BACTERIES
LACTIQUES

En comparaison avec les conservateurs chimiques les bactériocines provoguent moins de
risque pour la santé car elles ont moins d’effet sur la modification des propriétés nutritionnelles
et organoleptiques des aliments et une moindre toxicit¢é pour ’homme parce qu’elles sont
dégradables par les enzymes protéases du tractus gastro-intestinal (Zacharof & Lovitth, 2012).

Les bactéries lactiques telles que: Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus,
et Lactobacillus sont des majeures productrices de bactériocines et elles sont communément
utilisées pour la production d’aliments fermentés ce qui les procurent le nom d’aliments bio-

sécurisés (Matthews et al., 2017).

1.5.1 Classification des bactériocines

La famille des bactériocines est caractérisée par une grande diversité, mais peut se diviser
en deux grands groupes : les bactériocines produites par des bactéries a Gram négatif et les
bactériocines produites par les bactéries a Gram positif (les bactéries lactiques), mais ces
derniéres sont les plus utilisées, car leur producteur est déja impliqgué comme starter dans les
produits fermetés ce qui va assurer la sécurité de ces bactériocines. Les bactériocines sont
classées selon : la structure, le poids moléculaire, la thermostabilité, le mécanisme d’action, etc.
(Tableau 3).

e Classe I : Lantibiotiques

Cette classe représente des petits peptides qui contiennent des acides aminés inhabituel
qui subissent des modifications post-traductionnelles de la sérine et thréonine comme la
lanthionine et 1a B-méthyl-lanthionine, cette classe est appeléee les lantibiotiques.

Les lantibiotiques sont des bactériocines a faible masse moléculaires inférieures a 5 kDa,
thermostables, et en fonction de leur structure ils sont divisés en trois sous-classes :

La sous classe la, ou bien les lantibiotiques linéaires : ils sont allongés en forme d’hélice
a, amphiphile, flexible, chargés positivement. Exemple : la nisine et la subtiline.

La sous-classe Ib : est constituée des lantibiotiques globulaires, rigides, charges nulle ou
négative. Exemple : Mersacidine.

La sous classe Ic (sactipeptides) : constituée de peptides contenant du soufre et du
carbone (Cotter et al., 2005).
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e Classe Il : les bactériocines thermostables non modifiées

Cette classe représente des petits peptides qui contiennent des acides aminés habituels,
non modifiés et ils sont appelés : non lantibiotiques.

IIs rassemblent les peptides & masse moléculaires inférieures a 10 kDa, thermostables.

La sous-classe Ila : des bactériocines caractérisées par leur forte activité anti-Listeria a
I’instar de la pédiocine portant le nom « pediocin-like ». lls présentent une large gamme
d'activites antibactériennes. Exemple : Pediocine PA-1, Leucocine.

La sous-classe 11b : elle regroupe les bactériocines qui posseédent deux peptides, appelée
«two-peptide», elle a une activité antimicrobienne vis-a-vis des Gram positifs telle que Bacillus,
Clostridium, Listeria, Staphylococcus et Streptococcus. Exemple : La lactococcine G.

La sous-classe llc : elle regroupe les bactériocines thiol-actives dont les extrémités N- et
C-terminales sont reliées de maniere covalente, ces bactériocines agissent contre les Gram
positifs et méme contre certaines Gram négatifs. Exemple : L’entérocine AS-48 produite par E.
faecalis ssp. Liquefaciens.

La sous-classe 11d : elle regroupe les bactériocines restantes, linéaires et non pédiocine-
like, produitent par les Gram positifs tels que : E. faecium et Lc. lactis. Exemple des entérocines
7A et Lactococcine A.

La sous-classe lle : Chez les eucaryotes, des peptides issus de la dégradation spécifique

de grandes protéines (Nes et al., 2007). Exemple : La bactériocine propionicine F.

e Classe lll
Cette classe est différente des deux autres classes, les bactériocines de cette classe sont
thermosensibles, la plupart des bactériocines de ce groupe sont bactériolytiques qui agissent par
la lyse de la membrane cellulaire avec une activité hydrolytique. Exemple : Lactacine A.
Cette classe est divisée en deux sous classe : (Cotter et al., 2005).
La sous-classe Illa : bactériolytique

La sous-classe 111b : non-lytique
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e Classe IV

Cette classe englobe les bactériocines thermostables, complexes, qui contiennent une

partie non protéique de nature lipidique ou une glucidique avec une partie protéique. Ces parties

non protéiques sont nécessaires a leur activité (Cotter et al., 2005).

Tableau 3 : Liste des bactéries et leurs bactériocines (Piard & Desmazeaud, 1991 ; Elegado et al., 1997;
Nielsen & Boer, 2004; Tahiri et al., 2004 ; Deraz et al., 2005)

L’organisme producteur

Bacteriocine

Lactococcus lactis subsp. lactis
Bacillus subtilis 168

Streptococcus pyrogenes

Bacillus subtilis 168

Leuconostoc carnosum 4010
Pediococcus acidilactici

Lactococcus lactis

Lactococcus sp. QU 12

Lactococcus sp. QU 5

Lactococcus lactis subsp.ceremoris LMG
2130

Enterococcus faecalis LMG 2333
Lactobacillus helveticus 481
Lactobacillus plantarum

Lactococcus lactis

Enterococcus faecalis subsp. liquefaciens
Lactobacillus plantarum C19
Pediococcus acidilactici M
Lactobacillus acidophilus DSM 20079
Lactococcus lactis QU 5
Lactobacillus amylovorus
Carnobacterium divergens M35
Enterococcus faecium CRL 35
Lactococcus lactis subsp. lactis B14
Lactococcus lactis subsp. lactis
Bacillus subtilis 168

Nisine, Lacticine 481
Subtilosin A
Streptolysin S
sublancin 168
Leucocine C
Pediocine
Lactococcin G
Lactocyclicine Q
Lacticine Q
Lactococcine A

Enterolysine A
Helveticin J
Plantaricine ST31
Nisine Z
Enterocine AS48
Plantaricin C19
Pediocinde ACM
Acidocine D20079
Lacticin Q
Lactobin A
Divergicin M35
Enterocin CRL35
Bozacin 14

Nisin, Lacticin 481
Subtilosin A

1.5.2 Mode d’action des bactériocines

Toutes les bactériocines des bactéries lactiques, paraissent agir en général par la méme

maniere sur les cellules cibles, ils agissent par déréglement de perméabilité membranaire et par

la formation des pores au niveau de la membrane cytoplasmique en perturbant son

fonctionnement.
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L’action des bactériocines commence par 1’interaction avec la membrane cellulaire de la
cellule cible par interaction initial ou en contact avec les récepteurs spécifiques ou par des
interactions électrostatiques.

Les lantibiotiques interagissent avec la membrane ou des récepteurs spécifiques comme
par exemple : La nisine, un lantibiotique de type A, interagit avec le lipide Il au niveau du
MurNAc tandis que la mersacidine, un lantibiotique de type B, interagit avec le GIcNAc du
lipide Il (Willey & Van Der Donk, 2007). Alors que le mécanisme d’action supposé des
bactériocines de classe II est I’interaction de la bactériocine avec la membrane ou un récepteur
spécifique «la mannose phosphotransférase perméase (Man-PTS)». Les bactériocines circulaires
(classe lic) ont une charge nette positive ; ces peptides interagissent directement avec la
membrane bactérienne chargée négativement sans nécessiter des molécules réceptrices (Riaz et
al., 2020).

Aprés I’interaction avec la membrane cytoplasmique les bactériocines vont former des
pores larges et non spécifiques, engendrant d’une part la fuite des composants cytoplasmiques
tels que les ions, les acides aminés, I’ATP, etc. D’autre part, la perturbation du fonctionnement
membranaire et 1’augmentation de sa perméabilité ce qui va provoquer la dissipation des deux
composants de la force proton motrice, et I’interruption rapide des activités cellulaires et donc a
la mort de la cellule (Dortu & Thonart, 2009).

Les lantibiotiques (classe 1), les bactériocines, ont un double mode d‘action. Elles
inhibent la biosynthése de la paroi cellulaire bactérienne en se liant au lipide I1, un transporteur
hydrophobe de monomeéres de peptidoglycane, a partir du cytoplasme a la paroi cellulaire, ce qui
entraine la mort de la cellule. En outre, les lantibiotiques peuvent utiliser le lipide Il comme
molécule d'amarrage pour initier un processus d'insertion membranaire et la formation des pores
dans la membrane bactérienne (Dortu & Thonart, 2009 ; Riaz et al., 2020).

D’autres bactériocines ont un autre mode d’action : les lantibiotiques interagissent aussi
par I’interférence et par inhibition de la synthése des peptidoglycanes de la paroi, D’autres
bactériocines peuvent provoquer 1’inhibition de la synthése des acides nucléiques, comme la
pleurocidine et la dermaseptine S1 (Hancock & Patrzykat, 2002), ou I’inhibition de la synthése
protéique ou encore I’inhibition de certaines fonctions enzymatiques (Brogden, 2005). Les
bactériocines de classe ITI comme I’entérolysine A, la zoocine A et la milléricine B peuvent

provoquer I’hydrolyse des liens peptidiques des peptidoglycanes des cellules cibles. Les
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bactériolysines (classe Illa) catalysent la paroi cellulaire, ce qui entraine la lyse de la cellule ; les
bactériocines non bactériolytiques (classe 111b) exercent leur action en perturbant I'absorption du
glucose par les cellules, en les affamant et en perturbant le potentiel membranaire (Hernandez-
Gonzélez et al., 2021).
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Figure 4 : Mode d'action des bactériocines (Hernandez-Gonzaélez et al., 2021).

En générale, comme le montre la figure 4 ; les bactériocines agissent directement sur la
membrane ou par l'intermédiaire d'un récepteur spécifique sur la cellule cible et forment des

pores dans la membrane de la cellule bactérienne, ce qui entraine la mort de la cellule.

1.5.3 Production des bactériocines

La biosynthése des bactériocines est généralement survenue a la fin de la phase
exponentielle et au debut de la phase stationnaire de croissance cellulaire. La production de
bactériocines est influencée par nombreux facteurs tels que: la température, le pH, la

composition du milieu.

1.5.3.1 Effet du milieu de culture et des suppléments du milieu de culture

La production des bactériocines est influencée par le milieu de culture utilisé pour la

cultivation des souches productrices. Les milieux de culture qui contiennent plus de nutriments
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favorisent la production des bactériocines. Ces milieux de culture riches en composants
et particulierement en sources de carbone et d’azote permettent une meilleure croissance aux
bactéries et de produire des bactériocines. Geis et al. (1983) ont trouvé que le milieu Elliker est
mieux que le milieu M17 puis le lait pour optimise une production maximale de bactériocines.
Vignolo et al. (1995) ont signalé que le maximum de production de lactacin 705 est dans le
bouillon MRS que I’Elliker et que le M17. De plus il a été déja démontré que 1’augmentation des
concentrations en extrait de levure, en extrait de viande ou en peptone peut permettre une
augmentation de la production des bactériocines (Abo-Amer, 2011; Schirru et al., 2014).

La supplémentation en glucose est indiquée dans certaines études comme un facteur
d'impact pour la production des bactériocines (Papagianni et al., 2007 ; Guerra et al., 2008; Miao
etal., 2015).

Plusieurs études ont montré que la supplémentation du milieu de culture par différents
carbohydrates peut influencer la production des bactériocines, soit de maniere positive ou bien de
maniere négative. Cette influence est non seulement liée a la nature des carbohydrates, mais
aussi a leur concentration ; des concentrations trés élevées peuvent réduire la production de
maniére significative (Sidooski et al., 2019).

La présence des sels dans le milieu de culture peut avoir un effet significatif sur la
production des cellules et des bactériocines. 1l a été observé que des concentrations élevées en
sel ont un effet négatif sur la croissance cellulaire et la production de bactériocines. Cependant,
des concentrations plus faibles en sel générent un effet de stress métabolique et une acidification
accrue du milieu, ce qui entraine une augmentation des taux de croissance cellulaire et de la
production des bactériocines (Sidooski et al., 2019).

La supplémentation du milieu de culture par des composants chimigues comme le tween
et 1’éthanol ameliore la production des bactériocines. Plusieurs recherches montrent que
I’addition de Tween 20 et Tween 80 augmente la production des bactériocines des bactéries
lactiques comme L. sakei, L. curvatus ACU-1, Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus
isolées des différents produits (Castro et al., 2011; Ravi et al., 2011 ; Malheiros et al., 2015;
Radha & Padmavathi, 2017).
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1.5.3.2 Effet du pH du milieu de culture

Certaines bactéries lactiques peuvent se développer a différents pH et ce qui influence
leur production en bactériocines. De plus, la croissance des bactéries et leur métabolisme se
traduit par la production des différents composants métaboliques, parmi eux les bactériocines.
Aussi, de nombreux mécanismes qui régulent la production des bactériocines et de leur activité,
dépend du pH (Guerra et al., 2008).

Plusieurs études ont montré I’effet du pH sur la production des bactériocines. La nisine
est significativement élevée au pH 7 qu’au pH 6 puis a 5.5 (Turgis et al., 2016). lactocin 705 de
Lactobacillus casei CRL 705 est achevée dans le bouillon MRS au pH 6.5-7.5 (Vignolo et al.,
1995). Alors que Lactobacillus sakei subsp. sakei 2 produit un maximum de bactériocine a pH
5.5-7.0 (Malheiros et al., 2015).

1.5.4 Applications et intéréts des bactériocines
1.5.4.1 Dans le domaine alimentaire

Les bactériocines sont impliquées dans la conservation des produits alimentaires via
I’application directe : une préparation des bactériocines sous forme purifiée ou semi-purifiée
lyophilisée ; cette préparation est considérée comme un additif alimentaire de point de vue
législatif. Le plus connu est la nisine sous forme d’additif alimentaire (E234) (Guinane et al.,
2005) qui est commercialisé sous le nom Nisaplin (Danisco, France) et Chrisin (Christen
Hansen, Danemark).

Les bactériocines peuvent egalement étre impliquees directement sous la forme
concentrées obtenues apres fermentation par la souche productrice ; dans ce cas cette préparation
est considérée comme un ingrédient fermenté. L’exemple de cette forme est la bactériocine de
sous-classe lla (La pédiocine) commercialisée sous le nom d’Alta 2341 (Mills et al., 2011).

Un autre mode d’application des bactériocines est 1’incorporation indirecte en appliquant
la souche productrice dans le produit alimentaire (production in situ), ce mode d’application est
le plus utilisé car il va offrir plus d’efficacité par la libération continue des bactériocines, et le
colt qui est relativement faible par rapport a 1’utilisation directe des bactériocines (Cotter et al.,

2005). Les souches productrices peuvent étre aussi incorporées aprés immobilisation dans des
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gels ou dans des films tels que I’alginate de calcium, la gélatine, la cellulose, des films de
polysaccharides, etc.

Enfin, il y a un développement des emballages alimentaires contenant des bactériocines a
la surface pour inhiber la croissance des bactéries pathogénes au cours de la conservation des
produits.

Plusieurs études montrent 1’efficacité des bactériocines pour la préservation des produits
laitiers : La nisine est utilisée pour la protection du fromage en inhibant les divers pathogénes de
genre : Bacillus, Staphylococcus, Listeria et Clostridium (Walstra et al., 2006). La nisine est
utilisée aussi dans le fromage pour inhiber la croissance des Clostridies qui produisent I’acide
butyrique ce qui affecte la saveur et la texture de ce produit.

La contamination de la viande par Listeria représente un grand probléme, plusieurs
bactériocines produites par les bactéries lactiques montrent 1’efficacité de réduire ou d’inhiber la
Listeria dans la viande. Les bacteriocines sakacin P et pediocin AcH isolées de Lactobacillus et
de Pediococcus acidilactici, respectivement, montrent une activité remarquable vis-a-vis de
Listeria monocytogenes (Kouakou et al., 2010). De méme la bactériocine PA-1 produite par
Pediococcus acidilactici montre une bonne activité envers Listeria innocu (Albano et al., 2009).

1.5.4.2 Dans le domaine sanitaire

Les bactériocines sont utilisées dans le domaine sanitaire comme des agents
thérapeutiques antimicrobiens et alternatifs aux antibiotiques. Suite a ’apparition du probléme de
I’antibiorésistance chez plusieurs bactéries pathogenes (résistance a plusieurs antibiotiques au
méme temps « Multi drug resistance »), ce qui menace la santé publique, dans ce cadre beaucoup
des recherches ont été menées pour trouver des éléments antibactériens alternatifs aux
antibiotiques parmi lesquels les bactériocines.

Les études soulignent que le mécanisme des activités antimicrobiennes des bactériocines
est compléetement différent de celui des antibiotiques, ce qui indique que les bactériocines
pourront devenir des "combattants de I'infection du nouvel age" (Dicks et al., 2018)

De nombreuses bactériocines (par exemple, les lanthipeptides) présentent une activité
inhibitrice contre les agents pathogenes. En outre, certaines bactériocines ont demontre des effets

inhibiteurs sur les virus et les parasites (Huang et al., 2021).
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Les bactériocines présentent généralement une activité antibactérienne contre les
bactéries pathogenes critiques, y compris certaines bactéries a Gram positif résistantes aux
antibiotiques, notamment Mycobacterium tuberculosis et Staphylococcus aureus résistant a la
méthicilline (SARM), Listeria monocytogenes, les entérocoques résistants a la vancomycine
(ERV), Clostridium difficile, et les bactéries a Gram négatif, notamment Escherichia coli et
Salmonella enterica (Huang et al., 2021).

Dembelé et al. (1998) ont démontré que les bactéries lactiques du genre Lactobacillus
contribuent a la protection du vagin en produisant des bactériocines qui ont une activité envers
différentes bactéries pathogenes telles : Escherichia coli, Serratia marcescens, Shigella boydii,
Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii, Listeria innocua et Staphylococcus aures.

Il a été rapporté que certaines bactériocines présentent des activités antivirales contre une
variété de virus. Les bactériocines exercent leur effet par blocage de la synthése des
glycoprotéines et I’inhibition de leur multiplication (Quintana et al., 2014). Les bactériocines ont
été signalées comme ayant un effet antiviral contre le virus de I'immunodéficience humaine
(VIH), le virus zika et le virus de la dengue (Quintana et al., 2014).

Les protozoaires tels que Trypanosoma peuvent provoquer des maladies graves. Plusieurs
bactériocines ont été signalées comme ayant un effet inhibiteur sur certains parasites et peuvent
lutter contre les maladies causées par ces parasites. L’activité inhibitrice des bactériocines est
liée par la dépolarisation de la membrane mitochondriale et la production d'especes réactives de
I'oxygene (ROS= reactive oxygen species) comme indique Huang et al. (2021).

En plus de D’activité des bactériocines vis-a-vis les microorganismes pathogénes, ces
agents bioactifs portent d’autres propriétés fonctionnels parmi elles :

Activités anticancéreuses, en tuant et en inhibant l'invasion de certaines cellules
cancéreuses. Les bactériocines telles que : la nisine, ont montrés des activités anticancereuses par
différents mécanismes rapportés jusqu'a présent, y compris l'induction de I'apoptose cellulaire, le
blocage du cycle cellulaire, I'inhibition de la migration cellulaire, suppression de I’expression des
génes de prolifération. Aussi la destruction de la structure de la membrane cellulaire et
I’inhibition de la respiration mitochondriale et du meétabolisme glycolytique (conduisant les
cellules cancéreuses a manquer d'énergie) selon Joo et al. (2012) et Prince et al. (2019).

Les activités anti-inflammatoires et immunomodulatrices des bactériocines ont été

rapportées par plusieurs études. En ce qui concerne l'effet anti-inflammatoire, les bacteriocines

49



CHAPITRE IIl. PROPRIETES ANTIMICROBIENNES DES BACTERIES
LACTIQUES

agissent soit directement sur les pathogénes ou bien au contraire certaines peuvent augmenter les
niveaux de production des cytokines anti-inflammatoires par 1’organisme. Pour la régulation
immunitaire, certaines bactériocines peuvent favoriser la phagocytose des macrophages liés a la
stimulation de la sécrétion des cytokines inflammatoires (Huang et al., 2021).

2  Effet inhibiteur des bactéries lactiques contre les flores de contamination et
d’altération

Les pathogénes des aliments présentent un grand challenge pour la sécurité des aliments
et pour la santé publique. Les flores de contamination sont soit une flore d’altération alimentaire
qui engendre la dégradation des aliments sur le plan organoleptique et nutritionnel, soit une flore
pathogéne qui peut contaminer les aliments et causer des maladies.

Les flores de contamination alimentaire peuvent causer trois types des maladies : les
intoxications, les infections et les toxi-infections. L’intoxication se produit par 1’ingestion des
aliments contaminés par des toxines d’origine bactérienne telles que les toxines produites par
S. aureus ou les clostridies. Les infections résultent de 1’ingestion des aliments contaminés par
les bactéries vivantes elles méme comme salmonella et listeria qui se multiplient et provoquent
une infection. Enfin, la toxi-infection alimentaire est I’ingestion d’un aliment contaminé par la
bactérie comme les clostridies puis cette bactérie produit des toxines, on parle d’une toxi-
infection alimentaire (TIAC).

Les principaux germes pathogénes bactériens responsables de la contamination
alimentaire sont : Clostridium botulinum, C. perfringens, Campylobacter spp, Salmonella sp, S.
aureus, Vibrio spp, Shigella sp, Yersinia sp, E. coli et L. monocytogenes...etc ; les virus:
Hépatite A et norovirus,etc ; et les champignons : Aspergillus, Penicillium,etc.

Des études recentes indiquent que les bactéries lactiques avaient un large éventail d’effets
antimicrobiens contre de nombreux agents pathogenes et de contamination alimentaire. Ces
contaminants peuvent causer une gastro-entérite ou méme la mort de sujet. Cependant, les
bactéries lactiques doivent atteindre un niveau particulier avant toute interaction avec la bactérie
pathogene. Au moment que la bactérie lactique a atteint le seuil approprié, les métabolites
antimicrobiens sont libérés a des concentrations suffisantes pour inhiber la croissance des
microbes néfastes (Gao et al., 2019). Sans la réalisation de ces conditions, la croissance des

contaminants ne sera pas affectée selon le méme auteur.
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2.1 Bactéries pathogenes de contamination alimentaire

e Listeria monocytogene

C’est une bactérie ubiquiste qui se trouve partout dans 1’environnement, elle est tres
résistante aux conditions extrémes du pH et de température. Ce pathogéne peut survivre dans des
conditions défavorables dans des nombreux types d’aliments comme : la viande, I’ceuf, les
produits laitiers, les fruits et les végétaux. Cette bactéric pénétre dans 1’hdte en tant que
contaminant alimentaire ou par les ports d’entrée dans la peau (plaie). La listériose est le nom
commun utilisé pour inclure toutes les maladies causées par ce microbe. Cette maladie est
caractérisée par une gastro-entérite et une meningite.

Des études ont été réalisées pour observer I’interaction entre les bactéries lactiques et L.
monocytogenes dans les différents milieux de culture, et dans plusieurs cas les bactéries lactiques

inhibaient la croissance de L. monocytogenes (Palmai & Kiskd., 2003 ; Zhu et al., 2014).

e Staphylococcus aureus

C’est un normal habitant du corps humain, le plus souvent trouvé dans le nez, mais
également sur la peau et le vagin. C’est un commun agent pathogéne nosocomial qui provoque
des intoxications alimentaires, le syndrome de choc toxique, le syndrome de la peau échaudé
(maladie de Ritter) et des abces dans le corps. Le Centre de Contrdle et de Prévention des
Maladies d’Etats-Unis (The Centers for Disease Control and Prevention ou CDC) a signalé que
S. aureus est I’agent de contamination le plus courant (Dewey-Mattia et al., 2018). L’émergence
des S. aureus capable de résister a la plupart des antibiotiques (multi-drug resistant staphylococci
MDRS) comme par exemple : S. aureus résistant a la méthicilline a abouti a entreprendre des
travaux approfondis par des chercheurs pour trouver des moyens pour inhiber et désactiver cette
bactérie pathogene.

Plusieurs études ont prouvé I’activité antimicrobienne des bactéries lactiques vis-a-vis du
pathogéne S. aureus (Heredia-Castro et al., 2015 ; Bian et al., 2016) . Certaines souches
lactiques ont eu la capacité d’inhiber la multiplication de S. aureus méme pour les especes qui
résistent aux antibiotiques (MDRS) ; ces souches appartiennent a différents genres lactiques tels

que Lactobacillus, Enterococcus et lactococcus (Gao et al., 2019).
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e E.coli

C’est une bactérie a Gram négatif de la famille (Enterobacteriacea) trés répandue dans la
nature et on peut la trouver dans le tractus intestinal de I’homme et de 1’animal.

C’est une bactérie opportuniste qui ne devient pathogéne que dans certaines conditions.
Les souches les plus importantes sont celles du tractus digestif humain qui peuvent causer : une
diarrhée, une infection des voies urinaires, un état septique et une méningite ; ainsi que les
souches d’origine bovine qui sont différentes et nommées selon leur virulence ; ces sont E. coli
entéropathogénique et E.coli entérotoxigénique, responsables de la diarrhée chez les nourrissons,
E. coli entéroinvasive et E. coli entérohémorragique responsables de colite hémorragique, et du
syndrome hémolytique et urémique, d’autre part E.coli entéroaggrigative cause une diarrhée
chronique (Bintsis, 2017).

E. coli est un agent de contamination alimentaire qui peut causer la maladie par ingestion
des aliments contamines tels que la viande. E. coli O157:H7 (E. coli entérohémorragique) est un
trés important pathogéne pour I’homme qui est identifi¢ comme agent causale de plusieurs
épidémie (Bintsis, 2017).

Due I’importance de ce pathogene, des nombreuses études se sont beaucoup intéressées a
I’activité inhibitrice des bactéries lactiques contre E. coli (Pishva et al., 2009 ; Langa et al.,
2014).

e Salmonella

C’est une bactérie de la famille (Enterobacteriacea) et courante entéropathogéne,
habitant le tractus digestif trés répandue chez les volailles, mais elle peut étre trouvée dans les
eaux et les aliments contaminés (Tableau 5), par le manque d’hygiéne et des mesures sanitaires.
Salmonellose est le nom commun qui englobe toute maladie induite par les salmonelles dont les
signes cliniques sont : une gastroentérite, une typhoide et une paratyphoide (Leboffe & Pierce,
2011).

L’activité inhibitrice des BLs est montrée par plusieurs études (Heredia-Castro et al.,
2015 ; Bian et al., 2016 ; Rahmeh et al., 2019).

Le tableau 4 représente certaines activités antimicrobiennes vis avis de Salmonella.
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e Campylobacter jujini

C’est une pathogene trés courante chez ’homme et I’une des causes les plus fréquentes
de maladies diarrhéiques. Campylobacter spp est considérée par I’union européenne comme
I’agent de contamination alimentaire le plus signalé qui provoque I’intoxication des aliments. La
transmission est generalement via I’ingestion des aliments contaminés dont le lait cru, la viande
non cuite, etc. Cette bactérie s’attache aux cellules épithéliales et provoque la destruction de
I’épithélium par sécrétion des toxines, ce qui se traduit cliniquement par une diarrhée (Leboffe &
Pierce, 2011).

Certaines etudes ont montre les activités antimicrobiennes des bactéries lactiques contre

cette bactérie de contamination alimentaire (Tableau 4).

e Bacillus cereus

Bacillus cereus est une bactérie a Gram positif, membre de la famille de Bacillaceae. Elle
est responsable de deux types d'intoxications alimentaires et causant des graves infections
oculaires. L'intoxication alimentaire due a B. cereus se présente sous deux formes : la forme
émétique et la forme diarrhéique. La forme émétique est causée par une entérotoxine
thermostable produite par la bactérie pendant la phase de croissance dans l'aliment. La forme
diarrhéique est causée par une entérotoxine thermolabile produite pendant la croissance des
bactéries dans l'intestin gréle (Leboffe & Pierce, 2011). Les deux formes (diarrhéique et
émétique) résultent du fait que les endospores de B. cereus survivent au processus de cuisson.
Les spores qui survivent a la cuisson initiale germent et se multiplient rapidement, libérant une
toxine qui n'est pas détruite par une nouvelle cuisson. Les aliments qui provoquent la forme
diarrhéique sont la viande, les légumes, les sauces, le lait et les produits laitiers ; et la forme
émétique sont le riz frit et cuit, les pates, les nouilles et la patisserie (Bintsis, 2017).

Certaines études ont révélé la sensibilité de Bacillus cereus a I’effet inhibiteur des BLs
(Hernandez et al., 2005 ; Coman et al ., 2014).

e Clostridium botulinum
Clostridium botulinum (Phylum Firmicutes) est un anaérobie sporulé que l'on trouve
généralement dans le sol. En outre, les spores sont largement distribuées dans I'environnement.

Il existe sept types de neurotoxine botulique, A, B, C, D, E, F et G selon la spécificité
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antigenique de la toxine produite par chaque souche. Les types A, B, E et F causent le botulisme
chez I'nomme, les types C et D chez les oiseaux et les mammiferes, et le type G, n'a pas encore
été clairement impliqué dans un cas de botulisme (Bacon & Sofos, 2003). Il existe quatre
catégories du botulisme, dont le botulisme classique d'origine alimentaire dérivé de I'ingestion de
la toxine préformée dans les aliments, aussi, le botulisme des plaies, le botulisme infantile, et le
botulisme des adultes (Leboffe & Pierce, 2011).

Le botulisme d'origine alimentaire survient le plus souvent par l'ingestion d'aliments en
conserve insuffisamment chauffés, Les spores qui restent sont viables dans I'aliment
insuffisamment cuit germent et la population bactérienne qui en résulte prospére dans
I’environnement anaérobie et riche en nutriments. Les symptémes neurologiques (dont la

paralysée) sont les signes plus caractéristiques du botulisme (Tableau5).

e Clostridium perfringens

Clostridium perfringens est un organisme sporulé trés répandu dans le sol, que I'on trouve
généralement dans le tractus gastro-intestinal de I'nomme et d'autres mammiferes. L'espece est
divisée en cing types (A-E) en fonction des types de toxines (ou des combinaisons de toxines)
qu'elle produit (Bacon & Sofos, 2003). Les types A, C et D produisent I'entérotoxine associée a
la forme la plus bénigne d'intoxication alimentaire. Cette toxine thermolabile se trouve
généralement dans la viande ou la volaille contaminée et leurs produits tels que les sauces ou les
ragodQts. Les spores de C. perfringens qui survivent a la chaleur pendant la cuisson germent et
produisent de I'entérotoxine lorsque les conditions deviennent favorables (Leboffe & Pierce,
2011).

Les études ont montrés I’activité inhibitrice des bactéries lactiques contre cette

pathogénes (Tableau 4).

e Shigella spp
Le genre Shigella est un membre de la famille des Enterobacteriaceae et posséde quatre
sérogroupes qui sont traditionnellement traités comme des especes : le sérogroupe A comme
Shigella dysenteriae, le sérogroupe B comme Shigella flexneri, le sérogroupe C comme Shigella
boydii, et le sérogroupe D comme Shigella sonnei, qui sont tous responsables de la dysenterie

bacillaire (shigellose) chez I'hnomme et quelques autres primates (Bacon & Sofos, 2003 ; Leboffe
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& Pierce, 2011). La shigellose peut survenir aprés l'ingestion d'eau ou d'aliments contaminés.
Les Shigella spp n'ont pas été associées a un type spécifique d'aliments ; les aliments associés a
des épidémies de shigellose comprennent le lait, le poulet et d'autres produits frais (Bintsis,
2017).

Tous les sérogroupes de Shigella peuvent causer des infections gastro-intestinales. Une
fois les bactéries dans l'intestin, elles induisent une phagocytose par les cellules épithéliales de
I'nbte ou elles se multiplient puis se propagent dans un processus qui tue les cellules et forme des
ulcérations de la muqueuse. Ce processus combiné a une réponse immunitaire aigué est
responsable de la diarrhée sanglante purulente caractéristique de la maladie (Leboffe & Pierce,
2011). Le tableau 4 présente certaines souches lactiques qui ont une activité inhibitrice vis avis

certaines espéces de genre Shigella.

e Vibrio spp

Le genre Vibrio, qui appartient & la famille des Vibrionaceae, contient plus de 35 espéces.
Parmi les espéces de Vibrio pathogénes : Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, et Vibrio
vulnificus

V. cholerae pénétre généralement dans le corps humain par l'ingestion d'un aliment
contaminé, comme des mollusques (huitres crues) ou des crustacés consommés crus,
insuffisamment cuits ou méme contaminés apres cuisson (tableau 5), ou par I'exposition d'une
plaie ouverte a une source d'eau contaminée. Une fois dans l'intestin gréle, I'organisme s'attache a
la couche muqueuse et sécrete la toxine du choléra. Le résultat est la caractéristique "aqueuse" ou
"diarrhée sécrétoire", qui est souvent mortelle en quelques heures (Leboffe & Pierce, 2011 ;
Bintsis, 2017).

V. parahaemolyticus provoque une gastro-entérite et une diarrhée aqueuse parfois
sanglante qui est typiquement associée a la consommation de produits aquatiques surtout des
fruits de mer crus, insuffisamment cuits ou cuits mais recontaminés (Bacon & Sofos, 2003 ;
Bintsis, 2017).

e Yersinia enterocolitica
Le genre Yersinia appartient a la famille des Enterobacteriaceae. Parmi les especes de ce

genre, trois sont considérées comme pathogénes pour les humains ou les animaux. Yersinia
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pestis est I'agent causal de la peste, Yersinia pseudotuberculosis est principalement un pathogene
pour I’animal mais peut infecter ’homme aprés l'ingestion d'eau ou d'aliments contaminés, et
Yersinia enterocolitica est apparue comme une cause de gastro-entérite d'origine alimentaire
chez les humains (Cary & Bhatnagar, 1999 ; Bacon & Sofos, 2003 ; Bintsis, 2017).

Plusieurs études concernant I’application des bactéries lactiques pour I’inhibition des
autres bactéries, quelles que soit les bactéries de contamination alimentaire, ou autres bactéries

pathogenes. Dans I’ensemble, ces études ont donné des résultats positifs (Tableau 4).

Tableau 4 : Inhibition des flores pathogénes et de contamination alimentaire par les bactéries lactiques

Bactéries lactiques Bactéries pathogenes Référence
Enterococcus durans Salmonella enterica serovar (Line et al., 2008)
Enterococcus faecium Enteritidis
Enterococcus hirae S. enterica serovar

Typhimurium
S. enterica serovar
Gallinarum

Escherichia coli O157:H7
Yersinia enterocolitica
Staphylococcus aureus
Campylobacter jejuni

Lc. lactis Listeria monocytogenes (Campion et al., 2013)
L. casei, Staphylococcus aureus, (Sharma et al., 2017)
L.delbrueckii, Listeria monocytogenes,

L. fermentum, E.coli,

L. plantarum, Klebsiella pneumoniae

L.pentosu Bacillus cereus,

Salmonella Typhi,
Shigella flexneri
Pseudomonas aeruginosa,
Proteus mirabilis
Streptococcus mutans

Pediococcus pentosaceus FBB61 Clostridium perfringens (Grilli et al., 2009)

Lactiplantibacillus plantarum F711 Clostridiums porogenes (Hernandez et al., 2005)
Shigella sonnei
Klebsiella pneumoniae

Lactobacillus sakei KTU05-6 Pseudomonas (Bungenstock et al., 2020)
Lactiplantibacillus plantarum

Leuconostoc mesenteroides

Pediococcus pentosaceus

Pediococcus acidilactici

2.2 Virus de contamination alimentaire

Les virus sont des micro-organismes de trés petite taille, allant de 15 a 400 nm. Les virus
provoquent des maladies variables chez les plantes et les animaux, Les virus de contamination

alimentaire sont globalement excrétés en grand nombre dans les excréments humains (Chen et
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al., 2018). Parmi ces virus il existe I’Hépatite A, le Rotavirus et le Norovirus. Ils peuvent étre
associes a des maladies allant de la diarrhée lIégere aux maladies neuronales graves. Néanmoins,
les syndromes d'origine alimentaire les plus fréquemment rapportés sont la gastro-entérite et
I'népatite (Bosch et al., 2016). Les virus les plus courants a l'origine des gastro-entérites sont le
Norovirus et le Rotavirus (Bintsis, 2017). Le Norovirus a été reconnu comme le principal virus
entérique responsable de 58 % des maladies d'origine alimentaire dans le monde (Marshall &
Bruggink, 2011).

Chaque groupe de virus a sa propre gamme typique d'héte et sa préférence cellulaire
(spécificité a I’hote et aux cellules), aussi ils sont stables sans I'h6te et la plupart d'entre eux sont
résistants aux acides, mais des cellules vivantes sont nécessaires pour leur réplication et leur
migration vers d'autres organes.

Les bactéries lactiques évoluent comme une nouvelle vague d'antagonistes contre certains
virus de contamination alimentaire (Rotavirus, Norovirus, Calicivirus et Coronavirus), soit par la
médiation de leurs métabolites, soit par I'inhibition compétitive du cycle viral (Li et al., 2019 ;
Daliri et al., 2020). Bien que les virus ne se répliquent pas dans les aliments, I'incorporation des
bactéries lactiques dans les aliments ingérés peut exercer un effet antiviral chez I'h6te (Daliri et

al., 2020) ou servir d'adjuvant oral potentiel (Kim et al., 2018).

2.3 Champignons de contamination alimentaire

Les champignons peuvent provoquer l'altération des produits agricoles avant la récolte, et
parfois aussi pendant les conditions de post-récolte (stockage), certains pouvant produire des
mycotoxines (principalement les especes : Aspergillus, Penicillium et Fusarium), des enzymes,
de la cellulose, des volatiles et des spores potentiellement allergénes (Dwivedy et al., 2016).
L'aspergillus et le pénicillium sont deux champignons courants du stockage, qui produisent des
aflatoxines, les mycotoxines les plus puissantes connues (Abbaszadeh et al., 2014). Les
champignons toxinogenes sont largement présents dans les aliments de 1’animal et de I’homme.
De plus, les conditions de réfrigération commerciale ne peuvent pas empécher la croissance de
ces champignons. Les mauvaises conditions de récolte et de stockage peuvent également
contribuer a la croissance des champignons et augmenter la production de mycotoxines, qui ont
une grande stabilité thermique et de multiples effets toxiques, ce qui constitue une menace

potentielle pour la santé humaine et animale (Walbeek et al., 1968).
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Dans l'industrie laitiére, la contamination par des moisissures indésirables est un
probleme sérieux et souvent inquiétant qui entraine des pertes énormes dues a l'altération du

fromage et d'autres aliments fermentés incriminés par une variété des mycofolores telles que :

Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Rhizopus et Mucor (Chen et al., 2018).

Tableau 5 : Symptémes des pathogenes alimentaires (Bintsis, 2017 ; Chen et al., 2018)

Pathogenes alimentaires Aliments couramment associés Symptdmes
Listeria Lait cru, fromages a pate molle, viandes de Fiévre,  douleurs  musculaires,
charcuterie et poissons fumés fausse  couche, mortinaissance,

gastroentérite, nausées et parfois
diarrhée ou méningite

Salmonella (Eufs crus, volaille, viande et produits laitiers Diarrhée, dysenterie, fiévre et
crus crampes abdominales,

vomissement, arthrite.
E. coli Les aliments contaminés d’origine animale : Diarrhée, crampes abdominales et

Viande hachée crue, fruits et

Iégumes crus

lait cru,

parfois nausées et vomissements,
infection du tractus urinaire.

Campylobacter

Volaille crue ou mal cuite, lait cru et eau
contaminée

Diarrhée  (souvent  sanglante),
crampes abdominales et fiévre dans
les 2 a 5 jours suivant I'exposition

Clostridium botulinum

Conserves ou aliments conservés de maniére
inappropriée, en particulier les aliments &
faible acidité tels que les viandes, les
poissons et les Iégumes

Nausées, vomissements, fatigue,
vertiges, maux de téte, vision
double, gorge seche, insuffisance
respiratoire, paralysie.

Vibrio

Coquillages crustacés et mollusques crus ou
mal cuits,

Diarrhée, vomissements, crampes
abdominales, fievre et frissons.

Staphylococcus aureus

Viandes, lait, fromages et autres aliments
préts a manger

Norovirus

Les produits contaminés : Fruits et légumes
crus, coquillages et eau contaminée

Nausées, vomissements, crampes
abdominales et fievre.
Douleurs abdominales, nausées,

diarrhée et vomissements.

Bacillus cereus

Viande, lait et produits laitiers.

Diarrhée, vomissements, crampes
abdominales.

Yersinia enterocolitica aliments réfrigérés contaminés, Lait cru, Diarrhée, fievre, crampes
fruits de mer, eaux usées contaminées abdominales
Rotavirus, Astrovirus, Fievre, vomissements, diarrhée

Adenovirus entérique

aqueuse non inflammatoire

Mycotoxine

Aliments de stockage

Effet neurotoxique, hépatotoxique,
et immunosuppresseur

Certaines bactéries lactiques présentent d'excellentes caractéristiques antifongiques
(Lynch et al., 2014 ; Aunsbjerg et al., 2015 ; Russo et al., 2017) dues par exemple a 1’acide
acetique et a l'acide lactique (Chen et al., 2018).
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2.4 Flores de contamination du lait et du fromage

Il existe plusieurs micro-organismes qui peuvent conduire a la contamination et a
I’altération du lait cru et ses dérivés et peuvent engendrer des risques sur la santé publique (Perin
et al., 2019). Ces microorganismes peuvent provoquer 1’altération du produit en perturbant sa
stabilité et donc la réduction de sa durée de vie. Certains sont des pathogénes pour I’homme ou
peuvent causer des intoxications ou des toxi-infections. Parmi ces micro-organismes on peut
citer : Listeria monocytogene, Salmonella, Staphylococcus aureus, E. coli, Campylobacter,
Bacillus cereus...etc.

En 2017 I’Union Européenne déclare que 2,2 % des toxi-infections alimentaires
collectives signalées sont dues a la consommation du fromage (EFSA, 2018).

Plusieurs cas de salmonelloses signalées sont dus a des toxi-infections alimentaires par
salmonella et essentiellement causées par S. enteritidis.

E. coli est parmi les agents pathogénes contaminant le lait et le fromage. Aux Etats Unis
entre 1998 et 2011, 11 % d’infections relevées sont liés a la consommation des fromages
fabriqués au lait cru et ont été causées par E. coli (O’Sullivan & Cotter, 2017).

Depuis 2005, la campylobactériose reste la maladie d’origine alimentaire signalée
fréquemment au niveau de I’UE (EFSA, 2015). Campylobacter est une bactérie pathogéne qui
peut contaminer les produits laitiers fabriqués a base du lait cru (Bintsis, 2017).

En général, la plupart des bactéries contaminant le fromage sont originaires du lait cru. Il
s’agit des agents pathogene de mammites tels que: Staphylococcus aureus, Salmonella,
Escherichia coli, et Campylobacter (Eck & Gillis, 2006), ou autres agents d’infections générales
tels que : Brucella, comme il peut s’agir des germes exogénes de contamination. En absence de
traitement thermique (pasteurisation) pour les fromages préparés a partir du lait cru, les
pathogenes peuvent se développer facilement dans les conditions favorables. Les pathogenes
peuvent étre endogenes (animale malade, mammite) ou bien exogenes (environnement).

La présence et le développement des contaminants dans le fromage sont limités par de
nombreux facteurs comme : la qualité du lait, les conditions de fabrication, les propriétés
physico-chimiques du fromage (pH, teneur en eau et 1’activité de 1’eau), les conditions de pré-

affinage (salage) et le stockage.
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MATERIEL ET METHODES

1 Cadre et objectifs de I’étude

Ce projet doctoral a été réalisé au Laboratoire des Sciences et Techniques de Production
Animale (LSTPA) situé a Hassi Mameéche, Université Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem en
Algérie. La caractérisation génotypique des isolats obtenus a été réalisée au sein du Laboratoire
de Biotechnologie Alimentaire de I'NATAA a Constantine.

L’objectif de cette étude intitulée « Potentiel inhibiteur du fromage J’ben » est de
caractériser et d’évaluer le potentiel inhibiteur des bactéries lactiques du fromage traditionnel
algérien le « J'ben » issu de la fabrication artisanale de la Wilaya steppique algérienne de Nadma
(particulierement la région de Mecheria) par :

L’évaluation de leurs propriétés antimicrobiennes, de leurs potentialités intrinséques
fonctionnelles et technologiques.

Pour réaliser cet objectif :

- On a tout d’abord procédé en premier lieu a des analyses physico-chimiques des
échantillons du fromage frais de type J’ben en vue de leur classification selon leur teneur
en matiére séche, en lactose, en matiére grasse, en matiére minérale et en protéines, leur
humidité et le rapport G/S.

- En deuxiéme lieu la réalisation des analyses microbiologiques pour la caractérisation des
bactéries lactiques autochtones en trois étapes :

» L’isolement et I’identification des bactéries lactiques sur un plan phénotypique et
génotypique pour 15 isolats ;

= Révélation de la capacité inhibitrice des bactéries lactiques issues de 1’écosysteme du J’ben
vis-a-vis des souches pathogénes et d’altération ; ainsi que l’interaction entre les souches
lactiques isolées (interactions positives ou négatives). Enfin, I’évaluation de D’activité
inhibitrice des souches isolées dans des différentes conditions ;

= Détermination de certaines potentialités fonctionnelles et technologiques des souches
lactiques isolées pour leur utilisation éventuelle comme des levains lactiques adaptables a une

application semi-industrielle.

2 Localisation de la zone d’étude et des sites de prélevement

2.1 Localisation de la zone d’étude
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La commune de Mecheria est le chef-lieu de la daira dans la wilaya de Naama en Algérie.
Cette commune est située dans I'ouest algérien, elle est considérée comme I'un des carrefours qui
relient le sud algérien a I'Oranie (Figure 5).

Elle est la commune la plus peuplée de la wilaya de Nadma, et I'une des plus importantes
agglomeérations urbaines de la steppe Ouest.

La commune couvre une superficie de 736,25 km2, son territoire se situe au Nord-Est de
la wilaya de Nadma, a 101 km d'Ain Sefra, 260 km de Tlemcen, 229 km d'Oran, et a 154 km de
Saida. Elle est dominée par le Djebel Antar qui culmine a 1721 m.

Le climat a Mecheria est semi-aride. La température moyenne est de 21.8 °C (06°C en
hiver et 36°C en été). La moyenne des précipitations annuelles ne dépasse pas 300 mm.

Selon le recensement général de la population et de I'nabitat de 2019 (ONS Algérien,
2019), la population de la commune de Mecheria est évaluée a 87 857 habitants, dont 85 948
habitants dans I'agglomération principale. Elle est la commune la plus peuplée de la wilaya de
Nadma, et I'une des plus importantes agglomérations urbaines de la steppe ouest.

La région de Mecheria dispose d’un écosystéme steppique aride, marqué par une grande
diversité paysagére en relation avec une grande variabilité des facteurs écologiques. La région est
a tradition pastorale avec une population composée essentiellement de pasteurs-éleveurs.

Mecheria dispose de bioressources naturelles dans divers secteurs ; des foréts, de
I’apiculture, de 1’agro-élevage et de la production de certains produits laitiers traditionnels dont
un fromage typique a la région « le J’ben » produit d’une fermentation lactique par une flore

lactique autochtone spécifique aux laits d’un cheptel laitier diversifié (bovin, ovin, caprin).

2.2 Sites de préléevement

Pour entreprendre cette étude, 1’échantillonnage du fromage a ciblé 05 fabriques de la
région de Mecheria spécialisées dans la production du J’ben. Les 05 échantillons du fromage
J’ben ont été obtenus des fabricants répartis dans la zone ciblée a partir des élevages bovins
soumis a divers pratiques alimentaires pour augmenter la diversité :

E1 : approvisionné a partir de Nehili (Nord) : alimentation au paturage + concentré.

E2 : approvisionné a partir d’El ksar (Nord) : alimentation en prairie.

E3 : approvisionneé a partir de Sidi Khelifa (Sud-Ouest) : alimentation d’une zone boisée

en bosquet (composée d’arbustes et d’espéces végétales de la région).
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E4 : approvisionné a partir de Djebel Antar (Nord-Ouest) : alimentation d’une zone
montagneuse.

E5 : approvisionné a partir de Sidi Amar (Nord) : alimentation en céreales et en fourrage.

Les cheptels des bovins laitiers sont de races croisées.

La date de prelevement : 17 septembre 2019.

Les échantillons du J’ben ont été récupérés directement dans des récipients stériles et
conservés a 4°C dans une glaciére a thermorégulation pour des analyses lancées au niveau du

laboratoire de recherche « Sciences et Techniques de Production Animale » (LSTPA) durant les
24 heures qui ont suivi les dates de prélevements.

W. Tlemcen W. S.Belabbes

W. Saidaw

Mecheria

MAROC

W. El-Bayadh

W.Bechar

Figure 5: Zone d’échantillonnage

2.3 Diagramme de fabrication général du J’ben pratiqué par les fabricants

Le lait collecté a subi une filtration au remplissage dans une cuve a double paroi destinée

au traitement thermique (de réchauffage) et a la maturation du lait. Le lait subi une maturation
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naturelle a température ambiante (environ de 25°C) pendant 18 a 20 heures. Cette opération
favorise la fermentation spontanée du lait, essentiellement en bactéries lactiques autochtones.

Le lait fermenté est légérement chauffé a 40°C, avec une agitation lente pendant 15 a 30
minutes, ce qui provoque la formation d’un caillé lactique. La durée de formation du caillé est
variable au dépend du la qualité physico-chimique du lait.

Aprés I’obtention d’un coagulum et la séparation d’une quantité de lactosérum, le caillé
lactique obtenu est ensuite enroulé dans des sacs a base d’un tissu en mousseline pour continuer
son égouttage. Ces sacs remplis de coagulum sont suspendus pour subir un égouttage spontané
pendant 12 heures a 18°C. La durée de I'égouttage permet de retirer le maximum de lactosérum.

Le caillé égoutté est moulé dans des moules spécifiques au J’ben avec un léger pressage a
I’aide d’une rehausse supérieure (contre- moule voir figure 6). Un seul retournement est effectué

(apres 02 heures du moulage).

%
k=
)

Figure 6 : Moule et contre-moule utilisés dans la fabrication semi-industriel du J’ben

3 Analyses physico-chimiques des échantillons du fromage J’ben

Les analyses physico-chimiques des fromages ont été établies selon le référentiel de la
Fédeération Internationale du Lait (FIL, 2018).
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3.1 Potentiel d’hydrogene

Le potentiel d’hydrogéne (pH) est une mesure de I'activité chimique des ions hydrogéne.
La mesure du pH est réalisée a I’aide d’un pH meétre avec une sonde a fromage de type
HANNA® HI2210.

3.2 Matiere grasse

La teneur de la matiere grasse a été déterminée par la méthode acido-butyrométrique de
Gerber. Cette méthode consiste a attaquer 1’échantillon de fromage a tester, dans un butyrometre
a fromage GERBER, par I’acide sulfurique puis a récupérer la matiere grasse obtenue par

centrifugation (a 1200 tours/min a 65°C) en présence d’alcool iso amylique (FIL, 2018).

3.3 Matiere protéique

La teneur en azote total est déterminée par la méthode de Kjeldahl. Celle-ci consiste en la
minéralisation de I'échantillon du fromage par chauffage en présence d'un mélange d'acide
sulfurique concentré, de sulfate de potassium et de sulfate de cuivre, pour convertir l'azote
organique de I'échantillon en sulfate d'ammonium. De la soude est ensuite ajoutée au produit de
la réaction pour libérer de I'ammoniac en phase de distillation, qui est titré avec une solution
d'acide chlorhydrique en présence d'acide borique (FIL, 2018).

Le calcul suivant sera ensuite appliqué, en considérant le facteur de conversion suivant :

1g d’azote total dosé apres titrage en fin de distillation correspond a 6,25 g de protéines totales.

3.4 Eau et matiere seche

La teneur en eau et en matieére séche (extrait sec total) est déterminée comme suit :
premiérement par évaporation au bain marie a 70°C puis par dessiccation de I'¢échantillon (10 g)
pendant 3 heures dans une étuve a 103 + 2°C (FIL, 2018).
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3.5 Lactose

Le lactose est determiné par spectrophotométrie. Un gramme (1 g) de fromage est broyé
puis est dissout dans 1 ml d’eau phénolée, additionné de 5 ml d’acide sulfurique et le tout est
homogénéisé mécaniquement sur vortex (Cadillac) puis porté a ébullition pendant cing minutes.
L’absorbance est lue a 490 nm par rapport a un témoin préparé avec de 1’eau distillée. Une

courbe standard est réalisée a partir d’une solution mere contenant 1 g/l de lactose (FIL, 2018).

3.6 Matiére minérale

La détermination de la matiere minérale des fromages a éte réalisée par la détermination
du taux de cendres. Le taux de cendres est apprécié par calcination d’une prise d’essai de 3g de
I’échantillon dans un creuset & une température de 500°C dans un four a moufle « LINN High
Therm » pendant 5 heures, par la suite les cendres contenues dans les creusets sont transférées
dans un dessiccateur puis pesées par une balance de précision (FIL, 2018).

% cendres totales (matiére minérale) = M (cendres) x 100/ M (prise d’essai)

4 Caractérisation microbiologique des bactéries lactiques

Les méthodes d’analyses, de caractérisation phénotypique ont été adaptées selon (Badis
et al., 2004a), Fanny et al. (2018) et Holzapfel & Wood, (2014).

4.1 Isolement et purification des bactéries lactiques

A partir des échantillons du fromage J’ben collectés, 10g ont été dilués avec 90ml d’eau
physiologique et homogénéisés dans un broyeur-homogénéisateur de type Stomacher® 80
Biomaster. Aprés 1’obtention de la solution mere, des dilutions décimales ont été préparées
jusqu’a 107

L’isolement des bactéries lactiques a été réalisé, d’une part, sur de la gélose MRS (Man
Rogosa & Sharpe) et d’autre part sur de la gelose M17 a pH 6,5 (annexe). L’incubation a été

effectuée en aérobie et en anaérobie a 30°C pendant 48 a 72 h.
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La purification des isolats a été effectuée par des repiquages successifs sur les mémes
milieux d’isolement (MRS et M17). Les isolats purs ont été conservés a longue durée dans un

milieu supplémenté par 20% de glycérol a une température de -20°C dans des eppendorfs.

4.2 ldentification des bactéries lactiques

4.2.1 Pré-identification des isolats

La pré-identification a été établie par la détermination de certains caractéres distinctifs

des bactéries lactiques (morphologiques, physiologiques et biochimiques) et établis comme suit :

4.2.1.1 Test de la catalase

Ce test permet de Vérifier la capacité de la bactérie a produire I’enzyme de catalase.
Sur une lame, une goutte de I’eau oxygénée a été ajoutée a une colonie bactérienne ; la

réaction positive se détermine par 1’observation des bulles de gaz.

4.2.1.2 Coloration de Gram

Cette coloration débute par 1’étalement sur une lame a 1’aide d’une anse en platine d’une
parcelle d’une colonie bactérienne sur une goutte d’eau stérile. Aprés émulsion et étalement du
frottis en couche mince réguliére, une fixation est effectuée, par passage 3 a 4 fois, d’une flamme
d’un bec bunsen, puis le frottis a subi un séchage. Une coloration différentielle, appelée de Gram
(annexes), est établie pour différencier les bactéries isolées en 02 groupes. Cette coloration est
fondamentale pour I’identification des bactéries lactiques Gram positif. D’autre part, cette
technique permet aussi d’observer la morphologie microscopique de ces BLs.

Seuls les isolats catalase négatif et Gram positif sont retenus et présumés comme des

bactéries lactiques.

4.2.2 ldentification phénotypique

Les bactéries lactiques isolées du fromage traditionnel J’ben ont été identifiées en
réalisant des méthodes classiques d’identification sur la base de tests morphologiques,

physiologiques et biochimiques suivants :
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4.2.2.1 Observation microscopique

Une observation microscopique a été établie avec un microscope optique OPTIKA B-292
au grossissement Gx100. Cette observation aprés coloration de Gram des frottis établis sur des
colonies bactériennes purifiées et présumées lactiques.

La coloration des bactéries est un moyen d’augmenter leur contraste de manicre a mieux
les observer en microscope a fond clair. Dans les conditions normales, les procaryotes ont en
géneral un pH intracellulaire neutre et une surface cellulaire globalement chargée négativement.
Ceci explique [Defficacité des colorants basiques pour 1’observation de la morphologie
bactérienne.

L’examen microscopique de la forme et du mode d’organisation a permis de caractériser
certains genres bactériens selon la forme tels que les lactobacilles, de méme la mode
d’organisation a facilité la caractérisation phénotypique de certains genres tels que le genre

pediococcus.

4.2.2.2 Croissance a la température de 45°C

Une colonie bactérienne de 24h est transférée dans un tube qui contient le bouillon du
milieu de culture spécifique. Apres une incubation pendant 24h a 45°C, les bactéries sont
appréciées pour leur croissance et par la formation d’un trouble caractéristique en comparaison
avec un témoin négatif.

La capacité des bactéries lactiques a croitre ou non a ce gradient de température en

combinaison avec des tests phénotypiques a permis la caractérisation de certains genres.

4.2.2.3 Production du gaz a partir du glucose

Une colonie bactérienne d’une culture de 24h est ensemencée dans un tube qui contient
une cloche de Durham inversée puis incubée a 30°C pendant 24h a 48h. La production du gaz
CO;, est appréciée par I’accumulation des bulles dans la cloche (Badis et al., 2004a).

Ce test est réalisé pour différencier les bactéries lactiqgues homofermentaires (qui ne

produisent pas du gaz (CO,) a partir du glucose durant la fermentation) de celles
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hétérofermentaires (qui sont capables de produire du gaz CO; a partir du glucose). Ce test est

essentiel pour déterminer certains genres des bactéries lactiques soit de forme bacille ou coque.

4.2.2.4 Tolérance au NaCl a la concentration de 6,5%

Une culture de 24h est ensemencée dans un tube qui contient le milieu de culture
spécifique additionné du NaCl a la concentration de 6,5% (Bouillon hypersalé Annexes). Les
tubes sont incubés a 30°C pendant 24h a 48h. L’apparition de la turbidité¢ dans les tubes en
comparaison avec le témoin est considérée comme une croissance positive (Badis et al., 2004a).

L’évaluation de la tolérance des isolats lactiques au NaCl a une concentration de 6,5% est
aussi un test fondamental pour la caractérisation du genre des bactéries lactiques en association
avec les autres tests (la croissance a la température de 45°C), surtout pour différencier les

entérocoques et les lactocoques.

4.2.3 ldentification génotypique des isolats purifiés

4.2.3.1 Isolats retenus pour I’identification génotypiques

Dans cette étude 15 isolats ont été caractérisés a échelle génotypique selon leur ADNr
16S. Les 15 isolats sont codés (KCO1 jusqu’a KC15). Les étapes principales de 1’identification
moléculaire ont été réalisees comme suit :

Le Protocole d’identification est réalisé d’une part sur les différents isolats sélectionnés

et d’autre part sur les souches de références utilisées au nombre de 4.

4.2.3.2 Extraction de PADN

L’ADN total bacterien est extrait selon la méthode d’extraction de (Cholet, 2006; Gevers
et al., 2001).

4.2.3.3 Amplification de L’ADN par la PCR

L’amplification des fragments d’ADN par la technique de la PCR est réalisée dans un

cycler de Biorad (Biorad, USA), en I’utilisant des amorces spécifiques pour les séquences

68



MATERIEL ET METHODES

d’ADN codant la région ADNr 16S (Les séquences spécifiques des amorces utilisées sont du

laboratoire Qbiogene Research Service Germany).

Tableau 6 : Composants de la solution mixte utilisée pour I’amplification d’ADNr 16S

Composant de la solution mixte Concentration finale pour un volume finale de 20 pl
(pour un seul échantillon)

Solution Tampon 2.5ul
DNTP 2 pl
Amorce (sens) 0.5 ul
Amorce (antisens) 0.5 ul
Taq polymerase 0.25ul
Eau distillé sterile 14.25 pl

Les réactions de la PCR consistent a réaliser une mixture réactionnelle avec un volume de
20 ul, qui est mélangée avec un volume de 4ul de I’ADN génomique, obtenu par extraction. Le
tableau 6 illustre la mixture réactionnelle des composants utilisés pour ’amplification d’ADNr
16S.
Les tubes contenant I’ADN bactérien ont été placés dans un thermocycleur, et ont subi
une pré-dénaturation a 94°C pendant 15 minutes.
Ensuite, le programme d’amplification a ét€¢ exécuté selon trois étapes répétées en 35
cycles définis :
o Dénaturation a 94°C pendant 3 minutes.
o Hybridation des amorces a 53°C pendant 1 minute.
o Elongation (polymérisation) a 72°C pendant 2 minutes.
o Enfin, une étape d’extension finale est réalisée a 72°C pendant 5 minutes.
Les séquences amplifiées ont été visualisées a base d’une électrophorése, sur gel

d’agarose a 1.2%.

4.2.3.4 Electrophoreése des produits de la reaction PCR

La visualisation de I’ADN sur le gel d’agarose est réalisée grace a un colorant
fluorescent, le bromure d’Ethidium (BET). Ce composé posséde la propriété de s’intercaler entre
les paires de bases des acides nucléiques. Le gel est visualisé dans I’obscurité a 1’aide d’un

appareil a UV puis photographié avec un appareil numérique.
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4.2.3.5 Séquencage de ’ADN

Les produits de la PCR de ’ADNr 16S obtenus ont été purifiés et séquencés par
I’utilisation des amorces spécifiques selon la technique décrite par Sanger. Les séquences
obtenues sont comparées avec celles de la banque de données GeneBank par 1’utilisation du
programme blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi) de NCBI.

Les différentes souches de référence utilisées sont :
Lactococcus lactis ATCC 49032

Enterococcus faecium ATCC 27270

Enterococcus durans ATCC 19432

Leuconostoc mesenteroides ATCC 19254

YV V V V

5 Etude des interactions bactériennes

L’étude de différentes interactions bactériennes a été évaluée en utilisant de la méthode
de diffusion en puits selon Bhola & Bhadekar (2019).

Brievement, la méthode est comme suit :

Des bouillons de cultures jeunes des BLs et des bactéries indicatrices sont préparés avec
une densité optique (DO) 0,5 (Norme McFarland) ;

Les bactéries indicatrices ont été écouvillonnées sur la totalité de la surface du milieu
solide contenant du MH+MRS (v/v) comme indiqué dans les annexes.

Des puits de 6 mm de diamétre sont creusés sur ce milieu solide préalablement
écouvillonné de la culture de la bactérie indicatrice.

Chaque puits creusé est inoculé de 50 ul de souche de BL correspondante.

Les boites de Pétri sont ensuite incubées pendant 24h a 37°C puis observées pour la
présence de zone d'inhibition.

5.1 Activité antimicrobienne des cultures bactériennes vis-a-vis des bactéries
pathogenes

Nous avons évalué ’activité antimicrobienne de 15 souches de bactéries lactiques ayant

subies une identification moléculaire par la technique de la PCR selon leur ADNr 16S.
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L'activité antimicrobienne des souches est testée contre sept germes pathogenes
(indicatrices) : Serratia plymuthica, Staphylococcus warneri, Enterobacter aerogenes,
Escherichia coli 1, Escherichia coli 2, Staphylococcus aureus et Shigella sonnei.

Les germes pathogénes, Serratia plymuthica, Staphylococcus warneri, Enterobacter
aerogenes ont été récupérés du souchier du laboratoire LSTPA, isolés et identifiés par la
méthode phénotypique (galerie Api-Staph et Api-20E pour Staphylococcus et
Enterobacteriaceae, respectivement), dans le cadre d’un projet doctoral, qui a concerné 1’étude
de cas de mammites subcliniques (Meskini et al., 2021). Les germes pathogénes Escherichia coli
1, Escherichia coli 2, Staphylococcus aureus et Shigella sonnei sont des souches de références
ATCC (Tableau 7).

Tableau 7 : Souches pathogénes indicatrices

La souche indicatrice Origine
Serratia plymuthica LSTPA
Staphylococcus warneri LSTPA
Enterobacter aerogenes LSTPA
Escherichia colil (ATCC25922) ATCC
Escherichia coli2 (ATCC25922) ATCC
Staphylococcus aureus (ATCC29213) ATCC
Shigella sonnei (ATCC 25931) ATCC

5.2 Interactions entre les souches des bacteéries lactiques sélectionnées

Les quinze souches isolées et identifiées génotypiquement par PCR ont été testées pour
des inhibitions interactionnelles. Les interactions entre les souches ont été évaluées par la
méthode de diffusion en puits sur un milieu solide (MRS) comme indiquée préalablement.
Chaque souche a été étudiée comme indicatrice et comme inhibitrice. Ensuite, les boites de Pétri
ont été incubées a 30°C pendant 24h puis une observation des zones d’inhibition a été faite et

mesurée.

5.3 Activité synergétique des bactéries lactiques

Pour évaluer I’activité antimicrobienne en synergie, sept séries de bouillons de culture de

trois souches : Enterococcus durans KCO1, Enterococcus faecium KCO02 et Enterococcus
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faecium KCO3 individuelles ou en combinaison, ont été préparées comme décrit ci-dessous pour
tester leur activité antimicrobienne contre la culture standard d’Escherichia colil.

Les combinaisons sont obtenues en mélangent des volumes égaux des souches
concernées. Les séries sont comme suit :

| : KCO1.

Il: KCO2.

11 : KCO3.

IV: KCO1 + KCO02 (v/v).

V: KCO1 + KCO03 (v/v).

VI: KC02 + KCO03 (V/v).

VI1I: KCO1 + KC02 + KCO03 (v/v/v).

L’activité antimicrobienne a été déterminée par la méthode de diffusion en puits sur un

milieu solide (MRS) selon Bhola and Bhadekar (2019) comme décrite préalablement.

5.4 Détermination de I’agent inhibiteur

Les bactéries lactiques sont capables d’inhiber les autres microbes (bactéries,
champignons... etc.) via la production des agents inhibiteurs qui sont des métabolites résultant
de différents processus métaboliques, parmi ces agents inhibiteurs on peut citer : les acides
organiques, le peroxyde d’hydrogene, et les bactériocines. Les tests de détermination de 1’agent

inhibiteur ont été réalisés par la méthode de diffusion en puits comme indiquée au-dessus.

5.4.1 Préparation du surnageant

Les bactéries lactiques sont cultivées dans le bouillon MRS puis incubées a 30°C pendant
24h. La culture a été centrifugée pendant 8 minutes a 10000 tours/min pour avoir un surnageant

sans culture.
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5.4.2 Activité antimicrobienne du surnageant

D’abord, I’activité antimicrobienne du surnageant (Sans traitement) a été évaluée par la
méthode de diffusion en puits contre les bactéries indicatrices suivantes : Escherichia colil et
Staphylococcus aureus.

Apres, les surnageants sans culture ayant une activité antimicrobienne ont subi des
difféerents traitements pour déterminer I’agent inhibiteur :

Les surnageants sans culture ont été neutralisés au pH 6.5 par 1M NaOH pour éliminer
I’effet inhibiteur des acides organiques (Goa et al., 2022).

Pour tester la sensibilité des molécules antimicrobiennes produites par les souches des
BLs sélectionnées aux différentes enzymes, des volumes égaux (v/v) de surnageant neutralisé et
d'enzymes suivantes : catalase, trypsine et chymotrypsine a une concentration finale (2mg/ml)
ont été incubés a 37°C pendant 2 heures (Goa et al., 2022). Le traitement du surnageant par la
catalase a pour objectif d’éliminer I’effet du peroxyde d’hydrogéne. Aussi, 1’utilisation des
enzymes protéolytique (trypsine et chymotrypsine) a pour objet d’évaluer la sensibilité des
agents inhibiteurs de nature protéique (les bactériocines).

L'évaluation de 1’activité antimicrobienne du surnageant traité par I’enzyme contre les
bactéries indicatrices a été réalisée par la méthode de diffusion en puits. Le surnageant sans

enzymes a été utilisé comme témoin de contréle.

5.4.3 Sensibilité aux enzymes protéolytiques et a la catalase

La sensibilité aux enzymes protéolytiques et a la catalase des composés antibactériens a
été étudiée par I'ajout de la trypsine et de la chymotrypsine a une concentration finale de 1 mg/ml
au surnageant qui contient de la culture bactérienne (Ammor et al,. 2006). Les échantillons ont
été incubés pendant 3 h a 37°C pour désactiver les enzymes et immédiatement, l'activité

résiduelle a été déterminée par la méthode de diffusion en puits comme déja décrite ci-dessus.

5.4.4 Sensibilité a la chaleur

La sensibilite a la chaleur des composés antibactériens a été étudiée en traitant les

surnageant des cultures dans un bain-marie a 80°C pendant 10 minutes (Ammor et al,. 2006).
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Immeédiatement apres, les échantillons ont été refroidis a 4 °C et l'activité résiduelle a été

déterminée par la technique de diffusion en puits comme décrite ci-dessus.

5.4.5 Quantification de I’agent inhibiteur

L'acidité totale titrable a également été mesurée pour déterminer la quantité d'acide
lactique produite selon ’AOAC (1990). Le lait écrémé reconstitué a (10% w/v) a été inoculé
avec la souche bactérienne a (1% v/v), puis incubé a 37°C pendant 24 heures. Aprés incubation,
03 gouttes de phénolphtaléine ont été ajoutées comme indicateur de virage, puis le lait inoculé a
été titré avec de I'nydroxyde de sodium 0,1M (NaOH) jusqu'a I'apparition d'une couleur rose qui
doit persister pendant quelques secondes.

Chagque ml de NaOH 0,1M équivaut a 90,08 mg d'acide lactique.

Acidité totale titrable de I'acide lactique (mg/ml) = ml NaOH x N NaOH x M.E / Volume
de I'échantillon utilisé

Ou : ml NaOH = Volume de NaOH utilisé,

N NaOH = Molarité du NaOH utilisé,

M.E = Facteur d'équivalence = 90,08 mg.

5.5 Effet des facteurs culturaux sur P’activité inhibitrice
5.5.1 Effet du milieu de culture

Le milieu de culture influence le métabolisme bactérien selon leur composition en
nutriments, 1’influence sur le métabolisme se refléte sur la production des différents métabolites
a activité antimicrobienne comme les bactériocines.

Les différents milieux de culture MRS, M17 et Mueller Hinton (MH) ont été testés pour
leur effet sur 1’activité inhibitrice.

Pour évaluer I’effet du milieu de culture sur I’inhibition, la méthode de diffusion en puits
a été utilisée. Apres incubation a 37°C pendant 24h, les boites de Pétri ont été observées pour la

présence de zone d’inhibition.

74



MATERIEL ET METHODES

5.5.2 Effet du NaCl

L’activité antimicrobienne peut étre influencée par la concentration du NaCl, en
particulier sur la production des bactériocines. Pour déterminer I’effet du sel NaCl, le milieu
MRS a été supplémenté par des concentrations de 2%, 4% et 6% de NaCl. L’effet inhibiteur a été

examiné par la méthode des puits. L’incubation a été réalisée a 37°C pendant 24h.

5.5.3 Effetdu pH

Généralement le pH initial du milieu est considéré comme un facteur déterminant pour la
croissance microbienne et la production des substances a activité antimicrobienne.

Pour déterminer I’effet du pH sur 1’activité inhibitrice des bactéries lactiques. Le milieu
MRS a été ajusté au pH 4.7 et 5.5. L’activité antagoniste vis-a-vis de la souche indicatrice a été

réalisée par la méthode des puits comme décrite précédemment.

6 Etudes des aptitudes technologiques

6.1 Profil de bio-résistance des souches lactiques
6.1.1 Température de croissance

Les souches ont été testées pour leur capacité de croissance a diverses températures qui
sont : 15°C, 30°C et 45°C.

Des tubes de bouillon MRS ont été inoculés par une culture d’une souche lactique
sélectionnée. Les tubes ensemencés ont été incubés comme suit : pendant 24h a 72h pour les
températures de 30°C et 45°C ; et pendant 7 jours pour la température de 15°C (Badis et al.,
2004b).

6.1.2 Test de la thermorésistance

Le test de la thermorésistance est réalisé pour évaluer la capacité des souches a survivre
apres un traitement thermique de 60°C pendant 30 minutes (Samelis et al., 1994). Les souches

lactiques inoculées dans des tubes MRS ont subi le traitement thermique dans un bain marie.
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Aprés ce traitement les souches ont été incubees a 30°C pendant 24 a 48h. Toute

thermoreésistance est percue par un trouble caractéristique.

6.1.3 Tolérance au NaCl

Les souches ont été aussi évaluées pour leur capacité de croitre dans un milieu hypersalé.
Les cultures ont été ensemencées dans un bouillon a base du milieu de culture composé de
(glucose 0.5%, extrait de viande 0.5%, peptone 1.5% additionné des concentrations de 6,5% de
NaCl) puis incubées a 30°C pendant 24 a 72 h (Badis et al., 2004b).

La croissance bactérienne est appréciée par 1’apparition d’un trouble dans les tubes.

6.2 Profil métabolique des souches lactiques
6.2.1 Production du gaz a partir du glucose

Cette propriété est déterminée en utilisant des tubes du milieu MRS contenant des
cloches de Durham inversé. Le milieu est inoculé par la souche bactérienne et incubé a 30°C
pendant 24h a 48h. La production de gaz (CO,) se traduit par I’apparition de bulles dans la
cloche (Badis et al., 2004b).

6.2.2 Hydrolyse de I’esculine et de I’arginine

La capacité d’hydrolyser 1’esculine est évaluée sur milieu gélosé a esculine (annexes).
Apres ensemencement des souches dans le milieu esculine, les boites de Pétri sont incubées a
30°C pendant 1 a 2 jours. L’activité enzymatique de 1I’hydrolyse de 1’esculine s’exprime par un
noircissement du milieu.

L’hydrolyse de I’arginine est testée sur un milieu gélosé additionné de 1’arginine a 1%, en
utilisant le rouge de phénol comme indicateur de pH (annexes). Les eppendorfs utilisés sont
recouverts de I'huile de paraffine. Aprés ensemencement, 1’incubation est réalisée a 30°C
pendant 24h a 48h. La réaction est considérée comme positive si la couleur est virée vers le rose
(Thomas, 1973).
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6.2.3 Profil fermentaire des sucres

La fermentation des sucres a été évaluée dans le bouillon MRS modifié (MRSm)
contenant du rouge de phénol (0,01 g/l) comme indicateur de pH. Le sucre a été ajouté au
bouillon (MRSm) pour atteindre une concentration finale de 1% (w/v). Les hydrates de carbone
testés sont le lactose, le glucose, le fructose, le maltose, le saccharose, le mélibiose, I'arabinose,
le galactose, le raffinose, le xylose et le cellobiose. Pour assurer les conditions d’anaérobiose,
chaque puits de microplaque rempli a été complété par deux gouttes de paraffine liquide stérile
(Samelis et al., 1994).

6.3 Activités proteolytiques et lipolytiques des souches lactiques
6.3.1 Activités protéolytiques

Les souches sélectionnées ont été examinées pour leur activité protéolytique sur un
milieu solide compose de caseine 0,5 %, d’extrait de levure 0,25 %, de dextrose 0,1 % et d’agar
1,5 %, additionné de 10 % de lait écrémé reconstitué. Des puits de 6 mm de diameétre ont été
préparés sur la boite de Pétri. Chaque puits a été inoculé par 50 pul de la culture bactérienne. Les
boites de Pétri ont été incubées a 30°C pendant 24h. L'existence d'une zone claire ou opaque
entourant les puits indique une activité protéolytique positive (Silva et al., 2019).

6.3.2 Activités lipolytiques

La gélose a la tributyrine 10 % (annexes) a été utilisée pour évaluer I'activité lipolytique.
Les boites de Pétri ont été incubées a 30°C pendant une 24h. L'activité positive a été définie par

I'apparition de zones propres autour des puits dans la gélose a la tributyrine (Silva et al., 2019).

6.4 Activite hémolytique des souches lactiques

L'hémolyse a éte évaluée dans un milieu sélectif a base de gélose au sang Columbia
additionnée de 5% de sang de mouton et incubée pendant 48 heures a 30°C (Jikang & Wenxiang,
2019). Les boites de pétri ont été examinées pour la présence de B-hémolyse (zones claires
autour des colonies), a-hémolyse (zones vertes autour des colonies), ou y-hémolyse (pas de

zones autour des colonies).
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6.5 Production des exopolysaccharides par les souches lactiques

La capacité des isolats a produire des exopolysaccharides a été examinée selon la
méthode décrite par Manini et al,. (2016). Les isolats ont été cultivés dans des boites de gélose
MRS contenant du glucose (20g/L) pendant 5 jours a 30°C. Les boites de Pétri ont été examinées

en fonction de I'apparition de colonies larges, visqueuses avec une propriété mucoide.

6.6 Profil d’acidification des souches lactiques

Une culture jeune de 24h des souches lactiques sélectionnées a été inoculée (1% v/v)
dans du lait écrémé reconstitué (10% wi/v) et incubée a 37°C pendant 24h. Le pH a été mesuré a
Oh, & 6h et a 24h a l'aide d'un pH-metre étalonné. Pour estimer I'activité acidifiante, le test a été
effectué en 02 répétitions.

L’acidité titrable totale est mesurée en degré Dornic (°Dornic) :

1°Dornic = 0.1g d’acide lactique/l de lait.
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RESULTATS ET DISCUSSION

1 Analyses physico-chimiques du fromage J’ben

Les résultats des analyses physico-chimiques des fromages ont été comparés a la norme
du Codex alimentarius standard 221-2001, les normes de FAO/OMS (www.fao.org ) et FIL
(2018) : Pour les fromages non affinés y compris pour le fromage frais. Ces résultats sont

présentés dans le tableau 8.

1.1 Potentiel d’hydrogéne

Les résultats obtenus montrent une certaine variabilité du pH des fromages étudiés (pH
entre 4,10 et 4,92). Ces valeurs, d’apres FIL (2018), sont dans I’intervalle du pH d’un fromage
frais. Le pH idéal d’un fromage frais est compris entre 4,5 et 4,9. Le pH joue un r6le important
dans la texture du fromage (Codex alimentarius standard 221-2001). Un pH inférieur a 4, induit
a une texture friable du fromage, un potentiel supérieur a 6, génere une structure trop molle. La
variabilité du pH des fromages frais est sous I’influence de plusieurs facteurs liés a la richesse du
lait en lactose (variable selon I’espéce animale), a la diversité de la microflore lactique et a
I’alimentation du cheptel laitier. Le pH des fromages frais peut descendre jusqu’a 4,50 dans le
Katiki (fromage frais italien au lait de chévre), ou méme atteindre une acidité aussi intense avec
un pH autour de 3,80 dans le Galotyri (fromage frais italien au lait de brebis) selon Gobbetti et
al., (2018b). Plusieurs études dont celles de Dahou, et al., (2015), Meghoufel, (2019) ont montré
que le J’ben de Nadma en Algérie (méme région) présente un pH compris entre 4,20 et 4,80 et

varie selon la saison, la période de lactation et I’espéce animale.

Tableau 8 : Résultats physico-chimiques des échantillons de fromage J’ben étudiés

El E2 E3 E4 E5

pH 04,10 04,74 04,52 04,68 04,92

Matiére grasse 07,10% 06,25% 07,38% 08,25% 05,88%
Matiére proteique 08,15% 06,78% 09,05% 07,89% 05,45%
Matiére seche 27,20% 22,50% 30,02% 29,83% 19,95%
Eau 72,80% 77,50% 69,98% 70,17% 80,05%
G/S (Gras sur sec) 26,10% 27,78% 24,58% 27,66% 29,47%
Lactose 08,25% 07,12% 08,38% 08,16% 06,42%
Matiére minérale 03,65% 01,82% 04,41% 03,88% 01,52%

E: échantillon ;
E1 : Nehili; E2 :El ksar; E3 : Sidi Khelifa; E4 : Djebel Antar ; E5 : Sidi Amar
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La flore microbienne, composée essentiellement de flore lactique, est responsable du pH
du fromage, cette flore diminue le pH du lait autour du point isoélectrique qui permet la
coagulation du lait, une phase importante de la transformation fromagére. La diminution du pH

permet de bio-préserver naturellement le fromage et d’augmenter sa durée de vie.

1.2 Matiére grasse

La matiere grasse est un composant important du fromage qui représente la valeur
nutritionnelle du produit. Elle peut influencer la texture et I’ardme du fromage et permet sa
classification.

La teneur de la matiére grasse du fromage est liée essentiellement a 1’origine du lait. Un
lait de vache présente un taux de matiere grasse variable de 35 a 45g/l. Celui-ci est aussi sous
I’influence de plusieurs facteurs tels que la race de I’animal, la saison, 1’alimentation et la phase
de la lactation.

En technologie de transformation fromagere, la teneur en matiere grasse est d’une
importance pour la classification. Selon les normes internationales pour les fromages (Codex
Standard 221-2001), cette teneur est exprimée en pourcentage de matiére grasse dans 1’extrait sec
G/S ou (Gras sur sec) et permet de déterminer 5 classes différentes. Les résultats
physicochimiques de nos échantillons du fromage J’ben ont montré que le pourcentage en G/S
(Gras sur sec) est entre 24,58 et 29,20 %. A partir de ces résultats nos échantillons sont classés
dans la catégorie des fromages frais mi-gras ayant un G/S égale ou supérieur a 25% et inférieur a
45%.

Pour nos échantillons de fromage J’ben, le taux de la matiére grasse varie entre 5,88 et
8,25 % comme rapporté dans le tableau 8. Ce taux est inférieur a celui de Meghoufel, (2019) qui
a obtenu une teneur en matieres grasse variant entre 8,5 et 13% pour un fromage J’ben de chévre
et a celui de Amimour, (2019) avec une valeur qui varie entre 7.63 et 12.32% pour des fromages
J’ben (fromages contrdles) prépare du lait de vache. Hamama & Bayi, (1991) ont rapporté une

valeur plus élevée (16.47 + 3.66%) dans un fromage J’ben marocain.
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1.3 Matiére proteique

Parmi les produits laitiers, le fromage est un aliment nutritif qui renferme tous les acides
aminés indispensables qui couvrent les besoins de 1’homme. C’est un aliment & haute valeur
biologique qui contient des protéines nutritionnelles hautement digestibles. A I’instar de tous les
fromages, la teneur de nos échantillons en protéines est essentiellement liée a la richesse du lait
transformé en matiere protéique. Il est noté que ce taux est de 1’ordre de 3,2 a 3,4% dans le lait
de vache.

Le taux de matiére protéique est trés variable dans les différents types de fromage. Il est
lié aux facteurs extrinseques comme le lait d’origine et aux facteurs intrinseques comme la
technologie de fabrication, sa teneur en eau, matiére seche, etc.

Les résultats obtenus dans les échantillons étudiés ont montré que la teneur en matiere
protéique varie entre 5,45 et 9,05 % ce qui constitue une plage de variation large pour ce type de
fromage. Ces résultats sont plus bas de ceux de Meghoufel, (2019) qui a observé des valeurs
variant entre 13,25 et 18,97% pour le fromage J’ben de chevre, et celles de Hamama & Bayi,
(1991) pour le J’ben marocain (15.8 = 3.2%). Nos résultats sont proches de ceux de Mohamed &
El zubeir, (2018) qui ont montré une valeur de 7,7% pour un fromage blanc traditionnel du
Soudan.

Comme la matiére grasse, le taux protéique est variable d’un échantillon a un autre, qui
serait influencé par les différents facteurs précédemment cités (race de I’animal, saison,

alimentation et phase de la lactation).

1.4 Eau et matiere séeche

D’aprées les résultats obtenus, nous constatons que la teneur en matiere seche de nos
échantillons du fromage varie entre 19,95 a 30,02 % ce qui constitue une grande marge entre les
échantillons. Tandis que la teneur en eau est variable entre 69,98 et 80,05%. L’étude
d’Amimour, (2019) a montré que les teneurs des échantillons prélevés du fromage J’ben ont été
de 30.23% + 4.38 et de 69.77% =+ 4.38 pour la matiére séche et la teneur en eau respectivement.

D’aprés les normes FAO/OMS N°A-6, ces teneurs permettent de classer nos fromages

dans la catégorie du fromage a pate molle (contient plus de 50-65% d’eau).
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Selon la norme FAO/OMS N°A-6, les fromages a coagulation par voie lactique
contiennent une faible teneur en matiere séche (20-25%), qui est en concordance avec nos
résultats qui sont dans ou proches de cette intervalle.

La durée de la maturation du fromage est généralement inversement proportionnelle a la
teneur en eau (Fox & McSweeney, 2017), expliquant pourquoi les fromages frais qui contiennent
beaucoup d’eau subissent une courte maturation. Ils doivent étre consommés rapidement car la
teneur ¢levée en eau peut favoriser I’altération et la putréfaction du produit.

D’apres les résultats obtenus, nos fromages présentent une teneur en eau et en matiere
seche variable. Ces teneurs permettent de classer nos fromages dans la catégorie des fromages

frais a caillé lactique de type pate molle.

1.5 Lactose

Le taux lactose dans nos fromages est entre 6,42 et 8,38%. Ce taux est tres élevé par
rapport a la norme des fromages frais comme le fromage blanc qui est environ 3% de lactose.
Ainsi que des résultats inferieures (4.1 + 0.1%) ont été rapportés par Hamama & Bayi, (1991).

Lactose est un trés important sucre, un disaccharide présent dans le lait et les produits
laitiers. Dans les fromages a coagulation par voie lactique, les flores lactiques utilisent cet
¢lément pour la production de I’acide lactique qui favorise la production du coagulum pour
obtenir un fromage. Le taux de lactose est diminué avec le temps dans le fromage (utilisé par les
bactéries lactique) et on peut dire que la variation de taux de lactose dans les fromages est selon
sa flore lactique, sa durée de vie, et bien sdr la teneur du lait transformé. Le taux élevé observé
pose un probléme pour les personnes ayant une intolérance au lactose et serait dd a une courte
durée de conservation.

A la phase de la maturation et d’affinage du fromage, le processus d’acidification lactique
continue par métabolisme du lactose résiduel en acide lactique. L’acide lactique permettant le
développement de certains critéres organoleptiques ainsi que la bio-protection du fromage contre

les agressions par les agents d’altération bactériens et fongiques.
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1.6 Matiere minérale

La fraction minérale du lait joue un rdle important en technologie laitiere et plus
précisement fromagere (coagulation-synérese et texture du caillé fromager). En effet toute
modification dans la répartition minérale se répercute sur les propriétés technologiques des laits
et les propriétés rhéologiques du coagulum, soit du fromage a caillé lactique (Desmasures, 1995 ;
Eck et al., 2006).

D’apres les résultats obtenus (tableau 8), la matiere minérale des fromages étudiés est en
dessous de la norme tolérable (4,5 a 5,2) recommandée par la FIL Référence ISO 707/ FIL
(2018) soit avec une différence notable constatée dans les échantillons de fromage avec une
moyenne variable entre 1,52 et 4,41%. Cette variation serait due au lait, aux techniques de
fabrication et au degré d’égouttage effectué (teneur en eau). Plus 1’égouttage est poussé plus la
teneur minérale est elevée (Fox & McSweeney, 2004).

D’aprés Hamama & Bayi (1991) le taux la matiére minérale dans le J’ben marocain a été
de 1.26 + 0.28%. Amimour, (2019) a trouvé un taux de 2.19 £ 0.27% (entre 2.05 et 3.02%) pour

des fromages J’ben prélevés de la région d’Ain Sefra (Algérie).

1.7 Synthése sur les résultats des analyses physico-chimiques

D’aprés les résultats physico-chimiques obtenus, le J’ben de Mecheria est classé dans la
catégorie des fromages frais a callé lactique mi-gras de type pate molle.

Le fromage J’ben est un fromage traditionnel préparé a partir de lait cru, ce qui explique
les variations des parameétres physico-chimiques des échantillons. Des larges variations de valeur
des paramétres biochimiques entre les échantillons de produit traditionnel de type fromage a été
observé par plusieurs auteures. Mohamed & EI zubeir, (2018) ont trouvé que le taux de matiére
grasse était entre 18 et 27%, le taux de matiére protéique entre 7,7 et 17,2% et matiere minérale
entre 3.8 et 15.6% (dans un fromage frais soudanais). L’inconstance des paramétres a été aussi
observée par Meghoufel, (2019) et Amimour, (2019) dans un fromage de type J’ben de la méme
région que la nétre.

La variation des caractéristiques du fromage traditionnel de type J’ben dépend du lait cru

utilisé dont les caractéristiques physico-chimiques sont influencees par 1’espéce animale, sa race,
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son alimentation, et les conditions zootechniques ou mode de vie (Poznanski et al., 2004,
Salmeron et al., 2002).

2 Caractérisation microbiologique des bactéries lactiques

2.1 Ildentifications des isolats
2.1.1 Pré-identification des isolats

Les isolats purifiés ont été soumis a une identification de la morphologie, de la réaction
de Gram et du test de la catalase. Cent vingt-deux (122) isolats ont été Gram positifs, catalase
négatifs, et considérés comme des bactéries lactiques.

A I’issue des observations microscopique tous les isolats sont révélés des coques.

Soixante-seize (76) isolats ont été testés en vue d'une caractérisation morphologique et
phénotypique plus approfondies.

L’aspect microscopique et macroscopique de certains isolats est présenté dans les figures
7 et 8.

Figure 7 : Aspect microscopique des isolats (G*100)
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Figure 8 : Aspect macroscopiques des colonies des isolats

2.1.2 ldentification phénotypique

Apres pré-identification de 122 isolats considérés lactiques, 76 isolats ont été testés en
vue d'une identification phénotypique.

Tous Les isolats ont été Gram positifs, catalase négatifs et en forme de Cocci.

Les résultats ont montré que la majorité des souches ont été capable de croitre a 45C°.

Parmi les isolats, quatorze (14) souches ont été hétérofermentaire.

Pour la croissance a la concentration de 6,5% de NaCl, on a trouvé que la plupart des
bactéries ont été tolérantes a cette concentration.

En se basant sur les résultats morphologiques, physiologiques et biochimiques, on a
classé les isolats comme suit :

Les isolats qui ont été capables de croitre a 45C° et a la concentration de 6,5% de NaCl
ont été considérés appartenant au genre : Enterococcus.

Les isolats non capables de croitre a 45C°, ni a la concentration de 6,5% de NaCl ont été
classés parmi le genre Lactococcus. Les souches qui ont été capables de croitre a 45C° mais pas
a la concentration de 6,5% ont été aussi prises parmi le genre Lactococcus.
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Les isolats qui sont de forme en coque, hétérofermentaires et qui ont été capable de
produire du gaz a partir du glucose sur les cloches de Durham, ont des criteres qui répondent aux
propriétés du genre leuconostoc.

On a observé I’absence du genre Bacillus en se basant sur I’examen microscopique et
aussi I’absence du genre Pediococcus qui se caractérise par 1’organisation en paire ou en tétrade
a I’examen microscopique.

La caractérisation morphologique et phénotypique de 76 isolats révélait aussi la
dominance du genre Enterococcus (44 souches= 58 %), suivi par Lactococcus (18 souches = 24
%) puis le genre Leuconostoc (14 souches = 18 %), mais ’identification plus profonde est
nécessaire pour confirmer ces résultats. Nos résultats sont similaires de celle de Meghoufel,
(2019) et Meghoufel et al. (2019) qui ont trouvé que le fromage J’ben de Naama préparé a partir
du lait de chévre contient 3 genres distincts : Enterococcus, Leuconostoc et Lactococcus, avec
une dominance du genre Enterococcus.

La figure 9 montre la distribution des différents genres de bactéries lactiques identifiées

phénotypiquement.

W Enterococcus M Lactococcus M Leuconostoc

Figure 9 : Distribution des espéces de bactéries lactiques identifiées phénotypiquement
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2.1.3 ldentification génotypique

Apres une identification phénotypique de 76 isolats, quinze isolats qui sont désignes par
le code (KCO1 jusqu'a KC15) ont été choisis et ont subi une identification génotypique comme

indiqué dans le tableau 9.

Tableau 9 : Isolement et identification des bactéries lactiques a partir du fromage J’ben

Isolat Test de catalase ~ Coloration de Gram  Espéce identifiée Identité %
KCO01 - + Enterococcus durans 100
KCO02 — + Enterococcus faecium 100
KCO03 - + Enterococcus faecium 100
KC04 — + Enterococcus faecium 100
KCO05 - + Enterococcus durans 100
KCO06 - + Leuconostoc mesenteroide 100
KCO07 - + Enterococcus durans 100
KCO08 — + Leuconostoc mesenteroide 100
KCO09 - + Enterococcus durans 100
KC10 - + Enterococcus durans 100
KC11 — + Leuconostoc mesenteroide 100
KC12 - + Lactococcus lactis 100
KC13 - + Enterococcus durans 100
KC14 - + Lactococcus lactis 100
KC15 - + Lactococcus lactis 100

+ test positif ; —: test négatif

Etant donné que la caractérisation phénotypique ne donne pas une identification précise,
les 15 isolats caractérises par séquencage ont été aussi étudiés par électrophorese sur gel
d’agarose.

En effet, vu que le nombre de souches accordé pour étude génotypique est de 15, et que
la comparaison des profils électrophorétiques directement sur le gel s’est avérée trop
compliquée, il a été utilisé 1’outil bioinformatique. Le logiciel Gel Compar Il 6,5 qui nous a
permis d’analyser avec précision les différents gels obtenus, afin de mieux comparer leur profil
avec ceux des souches de référence incluses dans la base de données disponible au programme
NCBI. Cette comparaison nous a permis d’identifier 15 isolats représentant 4 espéces.

Les photos des 4 gels d‘électrophorése des produits de (GTG)s-PCR sont présentées dans
les figures 10,11, 12 et 13. Sur la figure 10, on trouve le gel sur lequel on a chargé les séquences
des isolats KC12, KC14 et KC15 comme étant des Lactococcus lactis avec la souche de

référence L. lactis ATCC 49032. La comparaison des profils a 1’ceil nu montre que les isolats
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KC12, KC14 et KC15 ont des profils qui se ressemblent entre eux et avec la souche de référence
surtout sur la partie située entre 300 bp et 600 bp. L’utilisation du logiciel bioinformatique Gel
Compar Il 6,5 nous a permis de mieux évaluer les ressemblances entre les différents profils. La
figure 11, montre sur le dendrogramme obtenu apres traitement du gel, qu’effectivement les
isolats KC2, KC3 et KC4 forment un groupe avec plus de 99% de similitude que la souche de
référence ATCC 27270 Enterococcus faecium. Cette similitude est dans la partie incluse entre 80
et 420 bp, ce qui permet de les identifier comme des Enterococcus faecium alors que les souches
KCO01, KCO05, KC07, KC09, KC10 et KC13 (Figure 12) montrent des profils similaires a la
souche de référence ATCC 19432 Enterococcus durans avec une ressemblance supérieure a 97%
sur la bande des fragments électrophorétiques entre 120 et 310 bp.

La figure 13 montre la photo d’un gel d’électrophorése des produits de (GTG)s-PCR des
isolats identifiés phénotypiquement comme étant des Leuconostoc mesenteroides, avec la souche
de reférence Leuconostoc mesenteroides ATCC 19254. Sur le gel on remarque que les trois
isolats KC06, KC08 et KC011 présentent des profils similaires, identiques sur les zones situées
entre 30 et 150 pb. Le traitement de ce gel par le logiciel Gel Compar Il 6,5 confirme les
ressemblances observées directement sur le gel (Figure 13).

Les données relatives a la séquence du gene de I'ADNr 16S ont révélé que les isolats
KCO01, KCO05, KC07, KC09, KC10 et KC13 sont a 100% similaires & Enterococcus durans,
tandis que les isolats KC02, KC03 et KC04 sont a 100% similaires a Enterococcus faecium. Les
isolats KC06, KC08 et KC11 ont présenté une ressemblance de 100% avec Leuconostoc
mesenteroides, tandis que les isolats KC12, KC14 et KC15 ont présenté une ressemblance de
100% avec Lactococcus lactis (Tableau 9).

La dominance du genre Enterococcus a eté observee avec (9 souches) de 15 souches : E.
durans (6 souches) et E. faecium (3 souches). Alors que Lactococcus et Leuconostoc sont
représentés a un nombre équivalent de 3 souches de chaque genre.

Les résultats comparatifs entre I’identification phénotypique et génotypique des 15 isolats
sélectionnés sont montrés dans le tableau 10. Ils ont été identiques a 1’exception pour les souches
KCO05, KC07, KC09, KC10 (phénotypiquement Leuconostoc et génotypiquement Enterococcus)
et KC13 (phénotypiquement Lactococcus et génotypiquement Enterococcus). L’identification
génotypique est un moyen plus fiable pour la caractérisation des BLs surtout pour la

détermination de 1’espéce. Il est difficile de différencier phénotypiquement entre certaines
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bactéries comme par exemple entre les streptocoques et les lactocoques ce qui nécessite une

caractérisation génotypique.

Tableau 10 : Résultat d’identification phénotypique et génotypique

Isolat Identification phénotypique Identification génotypique
KCO01 Enterococcus Enterococcus durans
KC02 Enterococcus Enterococcus faecium
KCO03 Enterococcus Enterococcus faecium
KC04 Enterococcus Enterococcus faecium
KC05 Leuconostoc Enterococcus durans
KCO06 Leuconostoc Leuconostoc mesenteroides
KCO07 Leuconostoc Enterococcus durans
KC08 Leuconostoc Leuconostoc mesenteroides
KCO09 Leuconostoc Enterococcus durans
KC10 Leuconostoc Enterococcus durans
KC11 Leuconostoc Leuconostoc mesenteroides
KC12 Lactococcus Lactococcus lactis

KC13 Lactococcus Enterococcus durans
KC14 Lactococcus Lactococcus lactis

KC15 Lactococcus Lactococcus lactis

D’aprés les études, les bactéries lactiques les plus isolées dans le lait cru et les produits
laitiers sont Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc et Lactobacillus (Franciosi et al., 2009;
Karakas-Sen & Karakas, 2018).

Les bactéries lactiques sont naturellement présentent dans le lait et les produits laitiers.
La diversité des LBs et la population dominante sont fortement influencées par le lait (son
origine, sa qualité, etc.), la saison, les conditions environnementales des animaux
(alimentation, etc.), processus et technique de fabrication du produit ainsi que les conditions
hygiéniques de manipulation du lait (Siezen et al., 2010 ; Gobbetti et al., 2015 ; Tilocca et. al.,
2020).

Les entérocoques font partie du microbiote dominant dans les fromages au lait cru
(Jamaly et al., 2010 ; Terzi¢-Vidojevi¢ et al., 2015a). Enterococcus spp ont été présentés de
maniére significative dans certains fromages non affinés (Goli¢ et al., 2013 ; Terzic-Vidojevic et
al., 2014b). Les trois especes d'Enterococcus (Enterococcus durans, Enterococcus faecium et
Enterococcus faecalis) constituent le microbiote le plus courant dans les fromages au lait cru
(Martin et al., 2009 ; Nieto-Arribas et al., 2011; Terzi¢-Vidojevic et al., 2015b), contribuant a la
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saveur et a la texture du fromage (Martino et al., 2016). En outre, de nombreuses souches
d'entérocoques produisent des bactériocines, appelées entérocines, qui sont actives contre les
agents pathogeénes et les bactéries d'altération, et jouent donc un réle important dans la bio-
préservation des aliments (Elkenany et al., 2018).

Les Lactococcus spp sont les BLs les plus couramment isolées dans les produits laitiers
artisanaux (Hayaloglu, 2016 ; Tilocca et al., 2020) et Lc. lactis est le principal représentant des
espéces des BLs dans les fromages frais dans Les pays des Balkans occidentaux (Fuka et al.,
2010; Goli¢ et al., 2013 ; Terzic-Vidojevic et al., 2014b).

Des nombreux fromages traditionnels fabriqués a partir du lait cru contiennent des
espéces de Leuconostocs (Alegria et al., 2013; Sandra et al., 2013; Terzi¢-Vidojevi¢ et al.,
2014a). Les leuconostocs sont généralement utilisés comme des starters secondaires pour
améliorer les caractéristiques organoleptiques du produit final. Les souches de leuconostoc
produisent des composés aromatiques importants pour la saveur du fromage (van Mastrigt et al.,
2019). Les leuconostocs produisent du CO, issu de la fermentation hétérolactique, un agent
inhibiteur de plusieurs microbes.

Les caractéristiques des fromages traditionnels sont fortement influencées par la race
animale, les qualités physico-chimiques et microbiologiques du lait cru et la technologie utilisée
pour la fabrication du fromage (Coulon et al., 2004 ; De Marchi et al., 2008; Johnson, 2017).

Pearson correlatioh (0-100%) (GTG)5 |

:A_BCDEFGHIJKLMNOPQRSTUVWXYZ

Figure 10 : Profil du dendrogramme de Lactococcus lactis
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Gel d’électrophorése des produits de la (GTG)s-PCR des isolats des bactéries lactiques
suivantes :

C:KC12
D : KC15
E:KC14
L : ATCC 49032 : Lactococcus lactis

Chaque souche est indiquée par une lettre correspond a la méme lettre indiquée dans le
profil de dendrogramme.

Peafson correlation({0-

I 1 2 3 4 5 6 7 8

Figure 11 : Profil du dendrogramme d’Enterococcus faecium

Gel d’électrophorése des produits de la (GTG)s-PCR des isolats des bactéries lactiques
suivantes :

2 : ATCC 27270 : Enterococcus faecium

3:KC03
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4 : KC02
5: KC04

Chaque souche est indiquée par un numéro correspond au méme numéro dans le profil de

dendrogramme.

(0-100%) (GTG)5

1 2 3 3 5 6 7 8

Figure 12 : Profil du dendrogramme d’Enterococcus durans.

Gel d’électrophorése des produits de la (GTG)s-PCR des isolats des bactéries lactiques
suivantes :

2 :KC10
3: KCO05
4 : KC07
5:KC01
6 : KC09
7:KC13
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8 : ATCC 19432 : Enterococcus durans

Chaque souche est indiquée par un numéro correspond au méme numéro dans le profil de

dendrogramme.

I 1

Pearson forrelation (0-100%) (GTLS ‘
fr——

I T f I I I ' I I I . T T |

1.2 3 45 6 7 8 9 10 11.12 13 1415 16 17 18.19 .20 .21 22 23 24 2526

Figure 13 : Profil du dendrogramme de Leuconostoc mesenteroides

Gel d’¢lectrophorese des produits de la (GTG)s-PCR des isolats des bactéries lactiques
suivantes :

4:KC11
5:KC08
6 : KC06
9: ATCC 19254 : Leuconostoc mesenteroides

Chaque souche est indiquée par un numéro correspond au méme numéro dans le profil de
dendrogramme.

3 Etude des interactions bactériennes

L’interaction microbienne est un phénomeéne qui se deroule dans la nature entre les

différents micro-organismes qui vivent en communauté dans un écosystéeme complexe. Cette
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interaction peut étre positive ou négative. La compréhension et la maitrise de cette interaction

entre les microbes est d’une grande importance technologique.

3.1 Activité antimicrobienne des cultures bactériennes vis-a-vis des bactéries
pathogenes

Dans cette partie, les 15 souches isolées a partir des différents echantillons des fromages
J’ben et qui ont été soumis a une identification moléculaire ont été testées pour leur activité
antimicrobienne vis-a-vis les souches indicatrices comme montré dans le tableau 11

L'activité inhibitrice a été mesurée en estimant le diamétre de la zone circulaire aprées 24h

d'incubation.

Tableau 11 : Spectre d’activité inhibitrice des souches vis-a-vis des germes indicatrices.

Indicatrices
Souche Serratia  Staphylococcus Enterobacter Escherichia  Escherichia  Staphylococcus  Shigella
plymuthica warneri aerogenes colil coli2 aureus sonnei
KCO01 +++ ++ + +++ +++ + +
KC02 +++ ++ + +++ +++ — —
KCO03 — ++ + +++ +++ ++ —
KC04 — +++ + +++ +++ ++ +
KC05 — ++ + +++ ++ ++ —
KCO06 +++ ++ — ++ +++ ++ +
KCO07 +++ +++ — + +++ ++ —
KC08 ++ ++ — ++ +++ +++ —
KC09 +++ +++ — ++ ++ ++ —
KC10 + ++ — ++ + + —
KC11 + ++ — +++ ++ +++ —
KC12 +++ +++ — +++ + +++ —
KC13 +++ ++ — +++ ++ ++ —
KC14 +++ ++ — +++ ++ + —
KC15 + + — +++ +++ + -

Activité antimicrobienne : +++ : diamétre 8 > mm (fort), ++ : 4-8 mm (modéré), + : 1-4 mm (faible),

— : absence d’activité.

Enterococcus durans : KC01, KC05, KC07, KC09, KC10 et KC13 ; Enterococcus faecium : KC02, KC03 et KC04 ;
Leuconostoc mesenteroides : KC06, KC08 et KC11 ; Lactococcus lactis : KC12, KC14 et KC15.

La technique de diffusion en puits a donné des résultats variables pour les diverses
bactéries inhibitrices.
A partir de résultats obtenu on a observé 74,29% de cas d’inhibitions et 25,71%

d’absence d’inhibition.

94



RESULTATS ET DISCUSSION

Les souches ont présenté une activité inhibitrice contre les bactéries a Gram positif que
pour les bactéries a Gram négatif avec un spectre d’activité variables selon les souches
inhibitrices et les bactéries indicatrices.

L'activité antibactérienne contre Serratia plymuthica a révélé que 8 souches des bactéries
lactiques ont montré une activité d’inhibition élevée. Alors que 3 souches (KC03, KC04 et
KCO05) n'ont montré aucune activité.

Pour l'activité antibactérienne contre Staphylococcus warneri les résultats ont révélé que
toutes les souches inhibitrices ont exercé un effet inhibiteur. Quatre souches (KC04, KC07,
KC09 et KC12) ont exercé une activité inhibitrice élevée, alors que KC15 a exercé une faible
activité.

Cing souches de bactéries inhibitrices (KC01, KC02, KC03, KC04 et KC05) ont révélé
une faible activité antibactérienne contre Enterobacter aerogenes. Les autres bactéries n’ont
présenté aucune activité inhibitrice.

Toutes les souches ont présenté une inhibition vis-a-vis Escherichia colil. Dix souches
ont présenté une activité inhibitrice élevée, et une souche (KCO07) a exercé une faible activité
inhibitrice.

Toutes les souches ont présenté une inhibition vis-a-vis Escherichia coli2. Avec 8
souches ont donnés une activité inhibitrice élevée, et 2 souches lactiques (KC10 et KC12) ont
montré une faible inhibition.

Quatorze souches des bactéries lactiques inhibitrices ont montré une activité inhibitrice
variable contre Staphylococcus aureus, sauf la souche (KC02) qui n’a présenté aucune inhibition.

Shigella sonnei semble étre résistante a I’effet inhibiteur des bactéries lactiques
inhibitrices testées. Douze (12) souches n’ont montré aucune activité inhibitrice vis-a-vis
Shigella sonnei tandis que 3 souche (KC01, KC04 et KC06) ont montré une faible inhibition.

Les trois souches Staphylococcus warneri, Serratia plymuthica et Enterobacter
aerogenes sont obtenues des cas de mammite subclinique étudiées au laboratoire de recherche
LSTPA. Il est & signaler que certains agents de contamination du lait et des produits laitiers sont
des agents de mammite, le risque de contamination alimentaire augmente avec la consommation
de lait cru ou des produits laitiers artisanaux qui sont souvent préparés a partir du lait cru comme
le fromage J’ben. Les produits laitiers artisanaux et les aliments fermentés représentent un

potentiel inhibiteur principalement gréace a leurs flores lactiques. On observe une bonne activité
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inhibitrice de nombreuses bactéries de nos souches lactiques vis-a-vis de Staphylococcus warneri
et Serratia plymuthica qui sont considérées comme des pathogenes opportunistes qui peuvent
étre transmis par des aliments contaminés, ces pathogénes causent parfois des infections séveres
de type septicémie. Enterobacter aerogenes a été résistante a nos souches lactiques ; en générale,
le risque de cette bactérie sur la santé humain est faible.

Escherichia colil, Escherichia coli2, Staphylococcus aureus et Shigella sonnei sont des
souches de référence ATCC. Les trois espéces sont connues comme des agents pathogénes et de
contamination alimentaire. Les deux souches d’Escherichia coli et Staphylococcus aureus ont
révelé une inhibition par plusieurs bactéries inhibitrices de nos souches lactiques. Shigella sonnei
semble résistante a toutes nos souches lactiques. Ces bactéries pathogenes sont aussi
responsables de plusieurs maladies et infections.

Les bactéries lactiques sont largement utilisées dans l'industrie alimentaire comme
cultures starters et comme conservateurs biologiques contre les microorganismes pathogénes, car
les bactéries lactiques peuvent produire des composants métaboliques ayant des propriétés
technologiques et antimicrobiennes tels que : les acides organiques, le diacétyle, la reutérine, le
peroxyde d'’hydrogene et les bactériocines. Aussi, grace a leur activité antimicrobienne les
bactéries lactiques sont utilisées dans le domaine de médecine pour lutter contre les agents des
infections urogénitales (Hanson et al., 2016) et des diarrhées infectieuses (Kechagia et al., 2013).
Elles sont aussi impliquées comme des alternatives des antibiotiques contre les bactéries qui ont
développés une antibiorésistance et elles présentent une activité inhibitrice contre les (MDRS)
(Bhola & Bhadekar, 2019).

De nombreuses études ont prouvés la capacité des bactéries lactiques appartenant aux
groupes : Enterococcus, Leuconostoc et Lactococcus a inhiber divers microorganismes, ainsi que
leur utilité dans l'industrie alimentaire et dans le domaine médical. Karakas-Sen & Karakas
(2018) ont révélé que des souches de Lactococcus lactis, d’Enterococcus durans et
d’Enterococcus faecium avaient une bonne activité antimicrobienne vis-a-vis les souches
pathogenes comme : Staphylococcus aureus,

Lopez-Seijas et al. (2019) ont décrit un effet inhibiteur intéressant de Lactococcus lactis
contre le genre Staphylococcus ; et Musikasang et al. (2009) ont isolé deux Enterococcus
(Enterococcus faecium et Enterococcus durans) qui avaient d'importantes propriétés

probiotiques, y compris une forte activité antimicrobienne.
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Morandi et al. (2013) ont identifié 35 souches de Leuconostoc isolées de fromages
typiques du nord de I'ltalie, dont Leuconostoc mesenteroides, qui présentent une activité
antimicrobienne contre plusieurs bactéries indicatrices. Lee & Kim., (2019) ont révéle une forte
activité inhibitrice de Leuconostoc mesenteroides MKSR envers Staphylococcus aureus, Shigella
flexneri, Bacillus cereus et Listeria innocua.

Les micro-organismes du lait cru jouent un réle important dans la sécurité du produit, en
empéchant 1’accumulation des substances indésirables (Poveda et al., 2015). Ils empéchent
également la croissance des agents pathogénes et de contamination alimentaire lors de la
fabrication du fromage. Koch et al. (2010) ont signalé que les fromages au lait cru causaient a un
taux d’incidence plus faible de maladies liées au contamination alimentaire que le fromage au
lait pasteurisé. De plus, il a été démontré qu’un pourcentage trés faible a nul de fromages au lait
cru sont contaminés par des agents pathogénes majeurs, comme Listeria monocytogenes (Ryser,
2007 ; Little et al., 2008). C’est peut-étre expliqué par le fait que les bactéries lactiques
naturelles sont plus puissantes avec leurs agents antimicrobiens par rapport aux ferments
industriels. A cet égard, le fromage au lait cru peut étre considéré comme un aliment sdr sur le
plan microbiologique (Brooks et al., 2012 ; Masoud et al., 2012) ce qui engendrerait un bon
moyen pour 1’isolement des bactéries lactique a haut potentiel inhibiteur.

La figure 14 montre certaines activités inhibitrices de nos souches lactiques représentées
par des zones d’inhibitions autour des puits.

Les résultats de l'activité antibactérienne des bactéries lactiques du fromage traditionnel
Jben testée dans cette étude avec des BLs qui appartiennent aux genres Enterococcus,
Leuconostoc, et Lactococcus, indiquent que ces bactéries peuvent étre utilisées dans différentes
applications qui nécessitent le contréle des contaminants ou des pathogénes. Elles peuvent étre
classées comme des agents bio-conservateurs intéressants. Leur propriété antibactérienne peut
étre nécessaire pendant la production du fromage et d’autres produits laitiers et permet de

diminuer l'utilisation des conservateurs chimiques de synthese.
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Zone
d’inhibition

Figure 14 : Activité antimicrobienne des souches vis-a-vis de bactéries indicatrices.

3.2 Interactions entre les souches des bactéries lactiques sélectionnées

Les souches sélectionnées ont été testés pour observer 1’inhibition entre elles (inhibition
croisée) par la technique de diffusion en puits. Chaque souche de nos échantillons a été testée
comme inhibitrice et comme indicatrice. Les résultats du test d’interactions entre les 15 souches

testées sont présentés dans le tableau 12.
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Les résultats obtenus montrent que les souches KC01, KC02, KC03, KC04, KCO05,
KC12, KC13 et KC15 ne sont pas inhibées par les autres souches testées.
La souche indicatrice KCO7 a été inhibée seulement par KCQ9 alors que la souche KC11

a été inhibée seulement par KC03 avec une faible inhibition.

Tableau 12 : Interactions entre les souches lactiques.

Souche indicatrice
Souche KC KC KC KC KC KC KC KC KC KC KC KC KC KC KcC
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15

KC01 — - — - - ND - + — + - - — + _
KC02 — — - - - ND - - — + - - — + —
KC03 - - - - - ND - ++ 4+ - + - _ + _
KC04 - - — — — ND - ++ - — _ _ _ + _
KC05 — - — - - ND — + - — _ — _ + _
KC06 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
KCO07 — - - — — ND - ++ - — — — _ _
KC08 - - - - - ND - - - + - - — _ _
KCO09 - - - — - ND + + - - — — - _ —
KC10 - - - - - ND - + - - - - — _ _
KC11 - - - - - ND - — - - - — — _ _
KC12 - - - - - ND - + - - - - — _ _
KC13 - - - - - ND - + - - - - — _ _
KC14 - - - - - ND - + - - - - — _ _
KC15 - - - - - ND - + - - - - — _ _

Activité antimicrobienne : +++ : diamétre 8 > mm (fort), ++ : 4-8 mm (modéré), + : 1-4 mm (faible), —
: absence d’activité, ND : Non déterminé.

Enterococcus durans : KC01, KC05, KC07, KC09, KC10 et KC13 ; Enterococcus faecium : KC02,
KCO03 et KC04 ; Leuconostoc mesenteroides : KC06, KC08 et KC11 ; Lactococcus lactis : KC12,
KC14 et KC15.

On observe une faible inhibition pour la souche indicatrice KC09 par uniquement deux

souche KCO03 et KCO7. On observe aussi une faible inhibition pour la souche indicatrice KC10
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par KC01, KC02 et KC08 et une faible inhibition pour la souche indicatrice KC14 par KCO01,
KC02, KC03, KC04 et KCO5.

La seule souche indicatrice KC08 qui a été inhibé par la majorité des souches testées,
sauf KC02 et KC11. Les souches KC03, KC04 et KCO7 inhibent fortement la souche KC08 avec
une inhibition modeérée par KC01 et KC05. Cette inhibition indique que la souche KCO08 ne doit
étre pas utilisée en association avec ces souches inhibitrices.

L’étude des interactions entre les souches porte un grand intérét pour le choix des
bactéries lactique qui peuvent étre utilisé en mélange dans une communauté bactérienne. Il est
important que la souche choisie pour faire partie d’une communauté bactérienne n’exerce pas un
effet antagoniste contre les autres souches de communaute.

Meghoufel, (2019) a sélectionnée 6 souches lactiques pour former une communauté
microbienne. Ces souches ont été isolées a partir du fromage J’ben préparé du lait cru de chevre
de la wilaya de Ndama. Les souches sélectionnées ont montré I’absence d’inhibition entre eux
qui appartiennent a 3 espéces de Lactococcus lactis (LIJC1, LIJC2 et LIJC4) et a 3 autres especes
de Leuconostoc mesenteroides : (LmJC1, LmJC3 et LmJC5).

Ammor et al. (2006) a obtenu différents résultats d’inhibition entre les souches utilisées
comme indicatrice et les souches utilisées comme inhibitrices, et dans la majorité des cas il a
trouvé une absence ou une faible inhibition pour les souches lactiques utilisées comme
indicatrices par les souches lactiques inhibitrices. Ces résultats sont similaires a nos résultats.

Tahlaiti, (2019) a observé que les interactions entre les bactéries lactiques isolées du blé
fermenté ont donné des résultats variables selon la souche lactique utilisée comme indicatrice et
inhibitrice.

Les résultats d’interaction entre les souches sélectionnées sont positifs et intéressants car
dans la majorité des cas, il y a une absence d’antagonisme entre les souches, ce qui les qualifient
pour faire partie d’'une communauté bactérienne, pour étre utilisées en association comme levain
lactique dans des produits alimentaires ou comme des probiotiques.

L’utilisation des bactéries lactiques en communauté dans les aliments avec différentes
propriétés métaboliques des carbohydrates est impliquée pour une bonne fermentation des
produits et un meilleur développement des qualités alimentaires comme le montre Manini et al.

(2016). En se basant sur le méme principe, cette association bactérienne peut améliorer le
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potentiel bio-protecteur des aliments liés a leurs variables capacités métaboliques et productrices
de divers agents inhibiteurs.

Les bactéries lactiques sont commercialisées en tant que probiotiques associés ; dans ce
cas ’activité antimicrobienne peut étre plus importante par plus de production et de diversité des
agents inhibiteurs. Au niveau du tube digestif, ces BLs créent une compétition par inhibition de
I’adhésion intestinale et le soutien de I’intégrité de la barriere épithéliale et la stimulation du
systétme immunitaire et donc 1’élimination de I’agent pathogene (Jensen, 2014). L’association
des bactéries lactiques assure davantage ces différentes fonctionnalités pour plus d’efficacité

probiotique et antagoniste.

3.3 Activité synergétique des bactéries lactiques

L’activité synergétique des trois souches lactiques a permis de réaliser sept séries comme
décrites ci-dessus. Les boites de Pétri ont été incubées pendant 24h puis observées pour la

présence d’inhibition et les diamétres des zones d’inhibition ont été mesurés (Tableau 13).

Tableau 13 : Diamétre de zone d’inhibition des sept séries.

Série | ] 1 v V VI VII
Diameétre de la zone d’inhibition 15,00 15,00 17,00 13.33 18.33 19,00 19.66
(mm)

| : KCO1;Il:KC02:I1ll:KC03:I1V:KC01+KC02;V:KC01+KCO03;VI:KC02+ KC03; VIl :
KCO01 + KC02 + KCO03.

Les trois souches KCO1 (Enterococcus durans), KC02 et KC03 (Enterococcus faecium)
qui ont été utilisées pour évaluer I’activité synergétique n’ont présenté aucune activité
antagoniste entre eux.

Les interactions entre les bactéries lactiques sont soit négatives soit positives. Les
interactions positives comme le mutualisme ou les deux bactéries bénéficient I'une de 1’autre, ou
bien le commensalisme ou I’une des bactéries bénéficie de 1’autre sans effet négatif sur elle. Ces
interactions positives favorisent la croissance des bactéries et donc la production des agents
inhibiteurs ou bien optimisent la synthese d’agents antimicrobiens comme les bactériocines.

Mais il faut connaitre que 1’association des bactéries lactiques ne nécessite pas obligatoirement
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une interaction entre eux (commensalisme ou mutualisme) pour un effet antagoniste contre les
agents pathogeénes.

D’apreés les résultats, on a observé que les trois souches et les combinaisons des souches
ont effectué une activité antimicrobienne vis-a-vis de la souche indicatrice Escherichia colil.

Le maximum de la zone d’inhibition est obtenu par la combinaison des trois souches
(série VII : KCO1+ KC02+ KCO03) suivi par la combinaison de la série VI (KC02+ KCO03) et de
la série V (KCO1+ KCO03). Bhola & Bhadekar (2019) ont trouvé que 1’activité antimicrobienne a
été la plus elevée lors de la combinaison de trois souches de Lactobacilles : L. plantarum, L.
casei et L. acidophilus.

La combinaison VII (KC01+ KC02+ KC03) a montré une inhibition maximale contre
Escherichia colil. Ces résultats démontrent I'effet synergique de la combinaison de trois souches
lactiques d’Enterococcus durans KCO1, d’Enterococcus faecium KCO02 et d’Enterococcus
faecium KCO03 qui présente une activité antimicrobienne la plus élevée par rapport aux autres
séries. De plus les combinaisons de la série VI : KC02 + KCO03 (les deux Enterococcus faecium)
et de la série V: KCO1 + KCO03 (Enterococcus durans + Enterococcus faecium) semblent
intéressantes a cause de I’activité antimicrobienne synergétique importante de ces combinaisons.
On peut dire que la combinaison de ces souches peut compléter les effets de chacune d'entre elles
et améliorer leur activité antagoniste.

L’association des probiotiques peut compléter les effets des uns des autres et améliorer
leurs propriétés bénefiques (Bhola & Bhadekar, 2019). L'objectif de ce test a été donc de
déterminer si les souches choisies dans les combinaisons testées peuvent augmenter ou renforcer
ou de méme préserver les propriétés bénéfiques de chacune. De plus leurs applications autant
que probiotiques potentiels pour favoriser une inhibition maximale contre les pathogenes et les
contaminants alimentaires.

L’effet synergétique est généralement préférable pour que les bactéries lactiques soient
complétées I'une de ’autre et pour combler leurs points faibles. Cette combinaison augmentant
le challenge vis-a-vis des bactéries pathogenes sur deux plans : soit en production des agents
inhibiteurs variables ce qui va diminuer la résistance des pathogénes ou bien par plus de

compétition dans le milieu environnant.
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3.4 Détermination de I’agent inhibiteur
3.4.1 Activité antimicrobienne du surnageant

Pour déterminer I’activité antimicrobienne de 1’agent inhibiteur on a préparé le
surnageant de chaque culture bactérienne. L’activité antimicrobienne du surnageant a été évaluée
par la méthode de diffusion en puits contre les bactéries indicatrices suivantes : Escherichia colil
et Staphylococcus aureus. Ces 2 souches indicatrices sont sensibles par contact direct avec nos
15 souches lactiques en utilisant des cultures bactériennes (Tableau 11).

Le surnagent sans culture a été testé par la méthode de diffusion en puits qui est basée sur
le principe de la capacité des agents inhibiteurs a la diffusion. Cette diffusion de 1’agent
inhibiteur permet d’empécher la bactérie indicatrice de pousser tout autour du puits, le diamétre
de I’halo d’inhibition signifie que la quantité produite a été diffusé. Les bactériocines sont tres
diffusibles dans le milieu gélose.

On observe une activité antibactérienne de 7 surnageants obtenus de KC01, KC02, KCO03,
KCO04, KC05, KC06 et KC07 vis-a-vis d Escherichia colil, alors qu’aucun effet inhibiteur n’a
été observé contre Staphylococcus aureus (Tableau 14), bien que nos 15 souches lactiques ont
une activité antimicrobienne contre les Escherichia colil et Staphylococcus aureus (Tableau 11).
Ces inhibitions des 7 surnageants obtenus peuvent étre liées aux agents inhibiteurs comme les
acides organiques (acide lactique etc.), au peroxyde d’hydrogéne ou des agents de nature
peptidique (bactériocines).

Plusieurs études ont montré que D’activité des surnageants est faible par rapport au
contact direct avec des souches lactiques ou bien I’activité inhibitrice est totalement disparue
dans certains cas. Des résultats similaires ont été constatés par Dalache, (2006) qui a observé la
disparition totale de I’activité inhibitrice des bactéries lactiques apres 1’utilisation de la méthode
des puits. Schillinger & L cke, (1989) ont constaté aussi des résultats similaires ou ils ont
observé la disparition totale de I’activité inhibitrice des surnageants de 13 souches sur 19 souches
révélées inhibitrices par contact direct. Cette absence d’inhibition peut s’expliquer par la faible
quantité de 1’agent inhibiteur produit, sa faible diffusion dans la gélose ou bien I’insuffisance de
la quantité ou du volume du surnageant utilisé par rapport au diamétre du puits. Ammor et al.
(2006) ont suggeré que ces résultats sont observés quand 1’agent inhibiteur est une bactériocine,

et ils donnent I’hypothése suivante : les bactériocines ou les bactériocines-like doivent étre
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attachées a la membrane de la cellule productrice et donc I’inhibition ne sera effectuée qu’au
moment du contact direct entre la cellule productrice de la bactériocine et la cellule indicatrice.

Les composants antimicrobiens des surnageants des 7 souches actifs sur Escherichia
colil ont eté déterminés comme suit :

Le surnageant a été neutralisé au pH 6.5 par 1M NaOH pour éliminer 1’effet inhibiteur
des acides organiques.

L’addition de la catalase au surnageant des bactéries lactiques a été réalisée pour éliminer
I’effet du peroxyde d’hydrogéne.

Le traitement du surnageant par les enzymes protéolytiques (trypsine et chymotrypsine) a

été fait pour éliminer I’effet de 1’agent antimicrobien de nature protéique.

Tableau 14 : Activité antimicrobienne du surnageant

Bactérie indicatrice
Souche Escherichia colil Staphylococcus aureus

KCO01
KC02
KCO03
KC04
KC05
KCO06
KC07
KC08 - -
KC09 - -
KC10 — —
KC11 - -
KC12 - -
KC13 - -
KC14 - -
KC15 - -

+ + + + + + +
|

+ : présence d’activité ; —: absence d’activité.

Enterococcus durans : KC01, KC05, KC07, KC09, KC10 et KC13 ; Enterococcus faecium : KC02,
KCO03 et KC04 ; Leuconostoc mesenteroides : KC06, KC08 et KC11 ; Lactococcus lactis: KC12,
KC14 et KC15.

Les résultats ont montré que ’activité antimicrobienne n'a pu étre détectée que pour les
surnageants non traités et non neutralisés. Aucune activité antimicrobienne n’a été observée
apres €limination de I’effet des acides organiques et aprés addition des enzymes. Des résultats

similaires ont été obtenus par Ammor et al. (2006) qui ont observé la disparition totale de
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I’activit¢ antimicrobienne du surnageant de toutes les 13 souches sélectionnées apres
neutralisation du pH et/ou 1’addition de catalase.

Le surnageant sans culture ne permet pas de déterminer 1’activité antimicrobienne li¢e
aux différents agents inhibiteurs a cause d’une disparition spontanée de 1’activité inhibitrice de
certains et la disparition de I’activité des autres induite apres neutralisation du pH. La sensibilité

aux enzymes et a la chaleur est testée sur des surnageants des cultures.

3.4.2 Sensibilité aux enzymes protéolytiques et a la catalase

Pour déterminer I’effet des différents enzymes, la catalase et les enzymes protéolytiques
(trypsine et chymotrypsine) ont été testés sur le surnageant de la culture. Escherichia coli2 a été
utilisée comme bactérie indicatrice.

L’addition des différentes enzymes a conduit a I’obtention des résultats figurant sur le
tableau 15.

Tableau 15 : Activité antimicrobienne du surnageant aprés traitement par différents enzymes.

Souche Catalase Trypsine Chymotrypsine
KCo01 - - -

KC02 +
KC03 -
KCo04 -
KC05 -
KCO06 -
KCO07 -
KC08 +
KC09 -
KC10 -
KC11
KC12
KC13
KC14
KC15

+
+

+ 4+ |
+ 4+ o+ + |

+ 4+ +

+

+ + + |
+ + + |

+ : présence d’activité ; —: absence d’activité

Enterococcus durans : KC01, KC05, KC07, KC09, KC10 et KC13 ; Enterococcus faecium : KC02,
KCO03 et KC04 ; Leuconostoc mesenteroides : KC06, KCO08 et KC11 ; Lactococcus lactis : KC12,
KC14 et KC15.

L’activité antimicrobienne des souches KCO01, KC03, KC04, KC07, KC11 et KC12 a
disparu aprés le traitement aux trois enzymes, la catalase et les enzymes protéolytiques (trypsine

et chymotrypsine), alors que 1’activité antimicrobienne de la souche KCI10 a été levée par la
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catalase et la chymotrypsine et donc I’activité antimicrobienne peut-étre liée au peroxyde
d’hydrogene et aux peptides (bactériocines).

Les souches KC02, KC08 et KCI5 n’ont présenté aucun effet sur leur activité
antimicrobienne qui reste conserver apres le traitement aux trois enzymes, la catalase et les
enzymes protéolytiques. L’activité antimicrobienne est peut-étre liée aux acides organiques.

L’activité antimicrobienne des souches KCO05, KC06 et KC09 est restée conserver apres
I’application des enzymes protéolytiques (trypsine et chymotrypsine) et disparue aprés 1’addition
de la catalase. On pense que ’activité antimicrobienne est due au peroxyde d’hydrogeéne.

L’activité antimicrobienne des souches KC13 et KC14 a été inactivée uniquement pour la
trypsine. Ce qui indique qu’elle est peut-étre due a la substance peptidique sensible a cette
enzyme protéolytique.

La perte de I’activité antimicrobienne aprés traitement par une ou les deux enzymes
protéolytiques a confirmé la sensibilité des agents inhibiteurs produits par les souches a I’action
des enzymes. Nos résultats démontrent que les substances inhibitrices produites par ces souches
sont de nature protéique (comme : bactériocine ou bactériocine-like).

Les résultats ont montré que nos souches sont capables de générer I’inhibition des
pathogénes par différents agents inhibiteurs (acide organique, le peroxyde d’hydrogéne et les
bactériocines) métabolisés par nos souches sélectionnées, sans oublier les autres composants non
déterminés.

Les acides organiques représentés essentiellement par 1’acide lactique sont connus par
leur pouvoir inhibiteur. Ce sont des métabolites issus de la fermentation des carbohydrates, leur
effet est double et donc ils affectent et inhibent la croissance des microbes indésirables qui sont
incapables de se développer au pH bas. Ainsi que, sous la forme non dissociée, ces acides
organiques peuvent pénétrer a I’intérieur de la cellule et provoquer ’acidification du cytoplasme
ce qui va conduire a la perturbation de ’activité métabolique et a la perméabilité membranaire de
la cellule (Podolak et al., 1996).

Les bactéries lactiques produisent le peroxyde d’hydrogéne en présence de I’oxygéne.
C’est un agent inhibiteur toxique avec une propriét€é antimicrobienne qui provoque la
peroxydation de la membrane lipidique et augmente sa perméabilité. Le peroxyde d’hydrogene
est le précurseur des radicaux libres bactéricide O™, et OH™ qui peut endommager les constituants

intracellulaires (Olaoye & Ntuen, 2011).
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Les souches hétéro-fermentaires telles que les leuconostocs (KC6, KC8 et KC11)
produisent le dioxyde de carbone (CO,) au cours de la croissance. L'influence du dioxyde de
carbone sur la conservation des produits est double: de plus de sa propre activité
antimicrobienne liée a sa toxicité cellulaire, il crée un environnement anaérobie en remplacant
I'oxygéne moléculaire existant (Eklund, 1984).

Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens produites par diverses bactéries
lactiques. Ces bactériocines inhibent de nombreuses flores de contamination et d’altération
alimentaire de méme que les bactéries pathogenes. Les genres : Entérococcus, Lactococcus et
leuconostoc sont capables de produire de : I’Enterocine, la Nisine et la leucocine respectivement
(Hernandez-Gonzalez et al., 2021).

Toutes les bactéries lactiques sont capables de produire de 1’acide lactique et du peroxyde
d’hydrogene ; ces deux agents inhibiteurs sont caractérisés par un large spectre d’activité contre
les bactéries & Gram positif et 8 Gram négatif et mémes les levures (Suskovi¢ et al., 2010).

Belguesmia et al. (2021) ont rapporté que la bactériocine enterocine DD14 produite par la
souche lactique Enterococcus faecalis 14 présente une activité inhibitrice vis-a-vis de
Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM). De mémes, les résultats rapportés par
Fernandez et al. (2008) ont montré que L. lactis ESI 515 produit la bactériocine Nisine qui a un

effet inhibiteur contre S. aureus et S. epidermis.

3.4.3 Sensibilité a la chaleur

Chaqgue surnageant qui contient de la culture bactérienne a été traité a 80°C
pendant 10 minutes dans un bain-marie. Le traitement thermique a conduit a lI'inactivation
des activités antagonistes des surnageants de la culture.

L’absence d’une activité¢ inhibitrice résiduelle apres le traitement thermique a
révelé que les substances antimicrobiennes induites par les souches lactiques sont
sensibles a la chaleur. Ces résultats indiquent que ’activité antagoniste des souches est
due a une substance thermolabile a la température utilisee dans le test (comme : la
bactériocine ou la bactériocine-like thermolabile). Ces résultats sont différents de ceux
d’Ammor et al. (2006) qui ont constaté une activité antimicrobienne résiduelle du

surnageant de culture aprés un traitement thermique a 80°C pendant 10 minutes.
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Les propriétés des bactériocines sont variables, ils ont différentes structures et
caractéristiques et donc certaines sont thermostables ou leur résistance a la température
est variable selon le type de la bactériocine c’est le cas des lantobiotiques de classe 1,
dont certains sont thermolabiles. Il faut prendre en considération ces critéres pour une

bonne application des BLs et leur bonne gestion industrielle.

3.4.4 Quantification de I’agent inhibiteur

La production d’acide lactique est 'une des fonctions technologiques les plus
importantes chez les bactéries lactiques. Les souches des bactéries lactiques sélectionnées pour
jouer ce role primordial de production de I’acide lactique sont catégorisées comme starters
primaires.

La quantité d'acide lactique produite a été déterminée selon I’AOAC (1990). Les résultats
sont résumés dans le tableau 16.

La plus grande quantité de 1’acide lactique est produite par la souche d’Enterococcus
faecium KCO02 (6,12 mg/ml) et la plus faible quantité est produite par la souche de Leuconostoc
mesenteroides KCO06 (3,90mg/ml).

La quantité d'acide lactique produite aprés 24h de la croissance des souches testées sur le
lait écrémé montrent une différence entre les souches de divers genres, et méme entre les souches
d’une méme espeéce. Les résultats obtenus sont en concordance avec de ceux de Meghoufel,

(2019) qui ne dépassent pas 5.93mg/ml.

Tableau 16 : Production d'acide lactique par les souches lactiques.

souche QAL (mg/ml) souche QAL (mg/ml)
KCO01 5,40 KC09 5,66

KC02 6,12 KC10 5,92

KC03 5,04 KC11 4,50

KCO04 4,00 KC12 5,63

KC05 5,60 KC13 5,18

KCO06 3,90 KC14 5,15

KCO07 4,50 KC15 4,91

KC08 4,50

QAL : La quantité d'acide lactique produite.

Enterococcus durans : KC01, KC05, KC07, KC09, KC10 et KC13 ; Enterococcus faecium : KC02,
KCO03 et KC04 ; Leuconostoc mesenteroides : KC06, KC08 et KC11 ; Lactococcus lactis : KC12,
KC14 et KC15.
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Additionnellement a leur role technologique, la production des acides est considéerée
comme le mécanisme le plus important par lequel les BLs inhibent les pathogénes. La production
des composants antimicrobiens comme I’acide lactique par ces souches de bactéries lactiques
implique qu’elles peuvent servir comme de nouveaux produits de conservation dans les
industries alimentaires.

Plusieurs recherches ont montré 1’activité antimicrobienne des acides organique comme

acide lactique et I’acide acétique (Ibrahim et al., 2021).

3.5 Effet des facteurs culturaux sur P’activité inhibitrice
3.5.1 Effet du milieu de culture

La production des agents inhibiteurs est influencée directement par le milieu de culture
utilisé pour la cultivation des souches productrices. Les composants du milieu de culture
influencent le métabolisme cellulaire et donc les métabolites issus de ce dernier parmi eux les
agents inhibiteurs.

La bactérie Escherichia coli2 est utilisée comme indicatrice

L’activité antimicrobienne des souches a été testée dans différents milieux de culture :
MRS, M17 et Mueller Hinton (MH). Les résultats sont indiqués dans le tableau 17.

On observe 1’absence totale de 1’activité inhibitrice en utilisant le milieu Mueller Hinton
(MH) pour toutes les souches.

L’activité inhibitrice a été variable dans le milieu MRS et M17, mais les résultats ont été
mieux percues sur le milieu MRS par rapport au milieu M17, sauf pour la souche KCO05 ou
aucune différence n’a été notée.

L’activité inhibitrice a été nulle dans le milieu M17 pour les souches KC04, KCO07 et
KC11 mais remarquable dans le milieu MRS.

Plusieurs études ont montré 1’influence de la composition du milieu et de leur effet sur
I’optimisation de la production de 1’agent inhibiteur surtout des bactériocines (Sidooski et al.,

2019).
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Tableau 17 : Effet du milieu de culture sur ’activité inhibitrice des bactéries lactiques.

Souche M17 MRS MH
KCo01 ++ +++ -
KC02 +++ ND -
KCO03 + + -
KC04 — 4+ _
KCO05 ++ ++ -
KC06 ++ +++ -
KCO07 - ++ -
KCO08 +++ +++ -
KC09 + ++ -
KC10 ++ ++ —
KC11 - +++ _
KC12 ++ +++ -
KC13 ++ ++ —
KC14 ++ +++ -
KC15 + +++ —

Activité antimicrobienne : +++ : diamétre 8 > mm (fort), ++ : 4-8 mm (modéré), + : 1-4 mm (faible) ;
Absence d’activité : —

Enterococcus durans : KC01, KC05, KC07, KC09, KC10 et KC13 ; Enterococcus faecium : KC02,
KCO03 et KC04 ; Leuconostoc mesenteroides : KC06, KC08 et KC11 ; Lactococcus lactis: KC12,
KC14 et KC15.

La richesse du milieu de culture en substances nutritionnelles telles que les sources de
carbone, des matieres azotées et des vitamines peut favoriser la croissance des bactéries lactiques
et la production des agents inhibiteurs en particulier les bactériocines. Le MRS est un milieu trés
riche par rapport au M17 qui contient beaucoup de facteurs nutritionnels comme le glucose et le
tween 80 expliquant la bonne activité inhibitrice de certaines souches. Ce n’est pas toujours le
cas, car dans certaines conditions, un milieu trés riche favorise bien la croissance bactérienne
avec ’absence de I’inhibition liée a I’absence de facteurs nécessaires (le nutriment exigé) pour la
production de 1’agent inhibiteur comme : la bactériocine (Biswas et al. 1991 ; De Vuyst et al.,
1996; Kim et al. 1997; Mataragas et al. 2002 ; Sidooski et al., 2019).

La variabilité de I’activité inhibitrice a été¢ observée pour les souches bactériennes testées
dans différents milieux de culture. L’absence ou la diminution de I’activité inhibitrice est
expliquée par la variabilité des conditions optimales (le nutriment nécessaire ou facteur limitant)
pour la production de 1’agent inhibiteur selon la souche bactérienne. Ces résultats sont similaires

a ceux obtenus par Djadouni & Kihal (2012) ou ils ont trouvé qu’une meilleure activité
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antimicrobienne est obtenue dans le milieu MRS a 30C° avec une absence totale d’activité dans
les milieux BHI et M17.

L’objectif de ce test est de trouver des souches qui ont une activité antimicrobienne
préservée dans les différentes conditions du milieu pour s’assurer de leur pérennité et de leur
activité contre les pathogenes lors de leur utilisation pour la conservation et la préservation des

aliments fermentés ou les composants nutritifs sont variables.

3.5.2 Effet du NacCl

Parmi les facteurs qui influencent la production de 1’agent inhibiteur est la concentration
du NaCl. L’effet du NaCl sur I’activité inhibitrice a été réalisé sur le milieu MRS additionné de
trois différentes concentrations de NaCl a 2%, 4% et 6%.

La bactérie Escherichia coli2 est utilisée comme indicatrice pour les concentrations de
2% et de 4% et Staphylococcus aureus pour la concentration a 6% de NaCl ou Escherichia coli2
ne peut pas croitre.

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 18.

Les résultats de I’activité antimicrobienne vis-a-vis d’Escherichia coli 2 est totalement
nulle a la concentration de 4% pour toutes les souches testées.

Pour la concentration de 2% de NaCl, les souches KC01, KC03, KC07 et KC11 ont été
incapables de générer une activité antagoniste contre la souche indicatrice. Pour les autres
souches, ’activité antimicrobienne a été faiblement affectée, avec une meilleure efficacité pour
les souches KC05, KC09, KC10 et KC13.

Plusieurs études ont montré I’effet du sel sur ’activité antagoniste et sur la production
des substances inhibitrices comme les bactériocines. La concentration élevée en sels inhibe
I’activité antimicrobienne mais a faible concentration, les sels optimisent la production des
bactériocines liée a I’augmentation du taux de croissance des cellules (Sidooski et al., 2019).
Leal-Sanchez et al. (2002) ont trouvé que la meilleure concentration de NaCl pour la production
des bactériocines varie entre 2,3 a 2,5% pour L. plantarum ce qui est en concordance avec nos
résultats pour les souches (KC05, KC09, KC10 et KC13).
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Tableau 18 : Effet du NaCl sur ’activité inhibitrice des bactéries lactiques.

Escherichia coli 2 Staphylococcus aureus

Souche 2% 4% Témoin 6%
KCO01 - - +++ +
KC02 ++ - ND -
KCO03 — — + -
KC04 +++ - +++ +
KC05 +++ - ++ +
KC06 +++ - +++ -
KCO07 — - ++

KCO08 +++ — +++ +
KCO09 +++ - ++ _
KC10 +++ — ++ _
KC11 - - +++ _
KC12 +++ - T+ _
KC13 +++ — ++ _
KC14 +++ - T+ _
KC15 +++ — T+ _

Activité antimicrobienne : +++ : diamétre 8 > mm (fort), ++ : 4-8 mm (modéré), + : 1-4 mm (faible) ; -
: absence d’activité.

Enterococcus durans : KC01, KC05, KC07, KC09, KC10 et KC13 ; Enterococcus faecium : KCO02,
KCO03 et KC04 ; Leuconostoc mesenteroides : KC06, KC08 et KC11 ; Lactococcus lactis: KC12,
KC14 et KC15.

Notre objectif est d’évaluer les souches qui ne sont pas affectées par les sels dans leur
activité antimicrobienne. Les fromages salés comme le fromages Cheddar (Fox & McSweeney,
2017) et le fromage traditionnel Algérien le Bouhezza (Zitoun et al., 2012) subissent un salage
aux environ de 2 a 2,5 % de NaCl, cette concentration stimule la croissance des bactéries
lactiques et théoriquement favorise la production des agents inhibiteurs. Il est important de
choisir les souches qui exercent une activité antimicrobienne en présence des sels pour une
utilisation dans la bio-conservation des aliments salés comme les fromages. Les souches KC02,
KCO04, KC05, KC06, KC08, KC09, KC10, KC12, KC13, KC14 et KC15 sont des candidates

intéressantes pour une utilisation dans la bio préservation des aliments salés.

3.5.3 Effetdu pH

Le pH est un facteur important qui influence le métabolisme et la croissance des bactéries

lactiques et donc la production des agents inhibiteurs.
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Il est connu que le pH a aussi un effet sur I’activité enzymatique et donc la production
des métabolites a propriété antimicrobienne en particulier les bactériocines (Mataragas et al.
2002 ; Dominguez et al. 2007).

Dans ce contexte, on a testé I’activité antimicrobienne en utilisant le milieu MRS ajusté
aupH4,7et5,5.

Apres inoculation du milieu par la souche indicatrice Escherichia coli2 et 1’incubation a
37°C pendant 24h, les résultats ont montré 1’absence totale de 1’activité antimicrobienne pour
toutes les souches inhibitrices.

Plusieurs recherches ont montré I’effet du pH sur 1’activité antimicrobienne des bactéries
lactiques. Les recherches ont montré que le pH idéal pour la génération de I’activité antagoniste
est au dépend de la souche bactérienne et du type de la bactériocine produite. Le pH optimal pour
la croissance bactérienne n’est pas toujours le méme pour 1’activité antimicrobienne (Mataragas
et al. 2002).

Ganzorig, (2016) a observé que D’activité antimicrobienne des bactéries lactiques est
élevée dans un intervalle de pH entre 4 et 8 avec une activité trés bonne dans une plage de pH
entre 5 et 7 vis a vis de deux souches indicatrices : Bacillus subtilis et E. coli. Il a observé que
’activité augmente avec 1’augmentation du pH de cultivation fluctuant entre 4 et 8. Il a observe
aussi que cette activité diminue aprés 1’augmentation ou la diminution du pH ; et disparait
totalement au pH variant entre 2 et 10.

Djadouni & Kihal, (2012) ont trouvé que la production optimale de 1’agent antimicrobien
par ’isolat LBbb0141 a ¢été a un pH initial de 7.5 avec une absence ou une faible activité
antagoniste dans un intervalle de pH compris entre 3,5 et 9,5. Ces résultats sont en concordance
avec les notre.

Généralement les aliments et les produits laitiers fermentés ont un pH bas, comme c’est
le cas pour le fromage traditionnel J’ben et le Michouna (fromage traditionnel algérien) ou le pH
avoisine 4.5 a 5.5. Sur cette base on a choisi pour tester 1’activité antagoniste les deux valeurs de
pH (4.7 et 5.5). Il est intéressant que les bactéries lactiques soient capables de générer
I’inhibition dans les conditions du pH bas pour leur application dans la bio-conservation des
produits laitiers comme les fromages.

Nos souches peuvent étre utilisées dans la premiere phase de production des aliments

fermentés et des produits laitiers et pour I’inhibition contrélée des flores de contamination selon
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le potentiel d’inhibition obtenu. Nos souches ne s’adaptent pas dans les conditions ou le pH

initial est bas c¢’est-a-dire dans les produits fermentés en post-acidification.

4 Etudes des aptitudes technologiques

Le choix de levains lactiques & une propriété antimicrobienne doit répondre a certaines
caractéristiques technologiques liées directement ou indirectement au pouvoir inhibiteur, ces
propriétés sont géneralement physiologiques et métaboliques qui influencent la croissance et la
production des substances antimicrobiennes.

Les métabolites qui sont caractérisés par une activité antimicrobienne comme : les acides
organiques, le CO; et le diacétyle sont responsables de la production et de 1’amélioration des
propriétés organoleptiques, de texture, de saveur, de divers produits alimentaires fermentés.

La connaissance des propriétés technologiques ont permis de bien déterminer les
potentialités des bactéries lactiques pour les exploiter selon leur performance dans les différentes

utilisations.

4.1 Profil de bio-résistance des souches lactiques

La caractérisation technologique des isolats a été réalisée afin d'évaluer lI'adéquation des
souches au processus de 1’industrie alimentaire et de fabrication des produits fermentés comme
le fromage et leur tolérance aux conditions hostiles.

Les souches ont été testées pour leur capacité de croissance a différentes températures :
15, 30 et 45°C, comme indiquées dans le tableau 19.

Sept souches ont pu croitre a 45°C. Cing souches du genre Enterococcus qui sont : KC01
et KC13 (Enterococcus durans) ; KC02, KC03 et KC04 (Enterococcus faecium) en concordance
avec les différentes études qui ont montré, un critéere préférentiel, soit la capacité du genre
Enterococcus a croitre a cette température (Holzapfel & Wood, 2014).

Trois souches du genre Lactococcus KC12, KC14 et KC15 (Lactococcus lactis) ont été
aussi capables de croitre a la température de 45°C en concordance avec les resultats de Franciosi
et al. (2009). Les souches ayant ce pouvoir de croissance a une large gamme de températures
peuvent étre importantes dans l'industrie des aliments fermentés, car dans la transformation

alimentaire les bactéries lactiques sont exposees a différentes températures. Par exemple dans le
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cas des fromages du Trentin (fromage italien), la cuisson du caillé est effectuée a une

température avoisinante de 45°C (Franciosi et al., 2009).

Tableau 19 : Profil de bio-résistance des souches lactiques

Souche Températures °C Thermorésistance Concentrations de
15 30 45 (60°C, 30min) 6,5% de NaCl

+

KCo01
KCO02
KCO03
KC04
KCO05
KCO06
KCO07
KCO08
KC09
KC10
KC11
KC12
KC13
KC14
KC15 - +
+ : réaction positive ; - : réaction négative ; F : faible croissance.

Enterococcus durans : KC01, KC05, KC07, KC09, KC10 et KC13 ; Enterococcus faecium :
KC02, KC03 et KC04 ; Leuconostoc mesenteroides : KC06, KC08 et KC11 ; Lactococcus
lactis : KC12, KC14 et KC15.

+ + +
+ + |

+
+
+

+ 4+ F o+
| !
| !
|

MTAT+ + + 4+ + + + + + + +

+ + + + |

La croissance a 45°C pourrait étre une caractéristique intéressante pour le genre
Lactococcus, puisque ce caractére n'est pas rapporté comme typique pour ce genre de bactéries
lactiques (Teuber, 1995), et surtout pour l'importance des Lactococcus en tant que starters
primaires ou méme en tant que cultures secondaires dans le développement a terme des
caractéristiques organoleptiques des aliments, ou il est préférable d’optimiser sa capacité a se
développer a 45°C.

La plupart des souches testées se sont développées a 15°C, a l'exception de KC15
(Tableau 19).

La thermorésistance a été observée pour les souches KC02, KC03 KC12, KC13 et KC15.
Cette propriété est considérée comme une caractéristique technologique intéressante. Certaines
variétés de fromages subissent une cuisson jusqu’a 55°C par exemple : I'emmental (Fox &
McSweeney, 2017) donc il est important que les souches utilisées dans la fabrication de ces

fromages soient thermorésistantes (Tableau 19 et Figure 15).
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Seuls 04 Enterococcus KCO1 et KC13 (Enterococcus durans) ; KC02, KC03 et KC04
(Enterococcus faecium) ont pu se développer en présence de 6,5% de NaCl (Tableau 19, Figure
16). Généralement le genre Enterococcus peut tolérer cette concentration sauf pour certaines
exceptions, ces résultats sont en concordance avec les résultats obtenus par Holzapfel & Wood,
(2014).

Au cours de la fabrication du fromage, les bactéries lactiques sont exposées a différentes
températures et a un environnement a forte teneur en sel (Morandi et al., 2013). La concentration
en NaCl est souvent comprise entre 0.7% a 4% avec des cas spéciaux sur des fromages
traditionnels tels que : Domiati qui peut atteindre de 10% a 12% de NaCl (Fox & McSweeney,
2017). Les quantités de sel ajoutées dans la fabrication peuvent fortement affecter les activités
des bactéries lactiques et pour cette raison, I'évaluation de la réponse au stress osmotique dans
I'étape de sélection est nécessaire (Reale et al., 2020).

Les souches entérocoques (KCO01, KC02 et KC03) ont révélé un pouvoir de croissance a
diverses températures et a une concentration de 6,5% de NaCl et aussi une thermorésistance a
I’exception de KCOI. Ces trois souches sont intéressantes pour leur implication dans la
fabrication des fromages a pate cuite (qui subissent une cuisson et un salage). Les souches
Lactococcus lactis (KC12 et KC15) et Enterococcus durans (KC13) semblent étre des bons
ferments pour les fromages a pate cuite.

En général, les résultats obtenus pour le profil de bio-résistance aux conditions hostiles de
nos souches lactiques sont variables selon le genre de la bactérie lactique, et méme variables
entre les souches d’'une méme espéce bactérienne. Ces résultats nous ont permis de connaitre
leurs diversités et leurs propriétés fonctionnelles pour une exploitation individuelle ou en culture

des souches dans les différentes applications technologiques de 1’industrie alimentaire.
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Témoin
négatif

Figure 15 : Résultats de thermorésistance

Témoin

négatif

Turbidité
Figure 16 : Résultats de croissance a la concentration de 6,5% de NaCl
4.2 Profil métabolique des souches lactiques

4.2.1 Production du gaz a partir du glucose

La production du gaz (CO,) a partir du glucose est une caractéristique typique
généralement utilisée pour caractériser les Leuconostocs parmi les bactéries lactiques ayant la
forme en coques,

Dans cette étude, en plus des Leuconostocs KC06, KCO08 et KC11, les souches d’espéce
(Enterococcus durans) KC05, KC07, KC9 et KC10 ont montré la capacité de produire du (CO,)
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en concordance avec les résultats obtenus par Franciosi et al. (2009) qui ont montré qu’une
souche parmi les trois souches de 1’espece (Enterococcus durans) ayant eu la capacité de
produire du gaz (CO,) a partir du glucose.

Les résultats sont illustrés dans la figure 17 et le tableau 20.

Accumulation du gaz
dans la cloche

.

Figure 17 : Résultats de production du gaz a partir du glucose

.

Le CO; est un agent antimicrobien résultant de la fermentation hétérolactique qui produit
de l'acide lactique, du CO, et de I’éthanol. Leuconostoc spp assure la sécurité et la qualité
sensorielle des aliments en excrétant des acides organiques avec de nombreux autres composés
antimicrobiens tels que le CO, (Holzapfel & Wood, 2014 ; van Mastrigt et al., 2019). Les
leuconostocs sont importants dans la production des produits laitiers comme des starters
responsables du développement de I’ardme. Les leuconostocs se trouvent significativement
parmi les flores lactiques autochtones de certains fromages artisanaux préparés a partir du lait cru
(Alegria et al., 2013 ; Sandra et al., 2013 ; Holzapfel & Wood, 2014).

Cependant, les souches ayant cette aptitude peuvent provoquer la détérioration des
aliments, notamment la formation du dextrane et le gonflement des emballages en raison de la
formation du CO,, qui est un signe typique de la détérioration par leuconostoc (Holzapfel &
Wood, 2014).
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Tableau 20 : Résultats de production du gaz et de I’hydrolyse de 1’arginine et de
I’esculine

Souche Gaz Arginine Esculine
KCo1 - + +
KC02 -
KC03
KCo04
KC05
KC06
KC07
KC08
KC09
KC10
KCi11
KC12
KC13
KC14
KC15 — +
+ : réaction positive ; - : réaction négative ; Gaz : production de gaz a partir du
glucose.
Enterococcus durans : KC01, KC05, KC07, KC09, KC10 et KC13 ; Enterococcus
faecium ; KC02, KC03 et KC04 ; Leuconostoc mesenteroides : KC06, KC08 et
KC11 ; Lactococcus lactis : KC12, KC14 et KC15.

+ +
+ +
+ +

+ o+ + o+ o+ + o+
|
|

+ + + +

La production du CO; provoque également une formation indésirable de I'eeil et des
poches de gaz visibles dans le fromage. En général la production du CO; doit étre contrélée au
cours de la fabrication des produits laitiers comme le fromage en contrélant les souches lactiques
impliquées dans sa manufacture.

Les entérocoques et les leuconostocs sont naturellement des bactéries ubiquistes capables
de se développer a différents environnements et avec leur capacité de produire du CO; et
d’autres composants antimicrobiens, nos souches seraient de bonnes candidates pour une

utilisation ciblée dans les aliments fermentés ou comme des probiotiques.

4.2.2 Hydrolyse de I’esculine, de I’arginine et fermentation des sucres

A travers les résultats, les souches KC01, KC02, KC03 et KC04, KC12, KC13, KC14 et
KC15 ont été capables d’hydrolyser I’esculine et I’arginine. La souche KC13 n’a pas hydrolysé
I’arginine (Figure 18 et 19).
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Les souches KCO05, LC06, KC07, KC08, KC09, KC10 et KC11 ont montré une absence
d’hydrolyse de I’esculine et de I’arginine (Tableau 20).

La fermentation des sucres est présentée dans le tableau 21.

Toutes les souches étaient capables de fermenter le lactose, le glucose, cependant,
quelques-unes étaient capables de fermenter la raffinose et la xylose.

La fermentation des sucres a €té variable d’une souche lactique a une autre et dés fois

différe au sein d’une méme espéce bactérienne (Tableau 21, Figure 20).

Tableau 21 : Profil de fermentation des sucres

Souches

Sucres KC KC KC KC KC KC KC KC KC KC KC KC KC KC KC

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15
Lac + ND + + + ND ND ND ND ND + + + + +
Glu + + + + + + + + + + + + + + +
Fru + ND + + - ND ND ND ND ND + + + + +
Mal + ND + + + ND ND ND ND ND - + + + +
Sac + ND - + + ND ND ND ND ND + - + + -
Mel + ND + + - ND ND ND ND ND - + + - -
Ara + ND + - - ND ND ND ND ND - + + - +
Gal + ND + + - ND ND ND ND ND + + + + +
Raf + ND - + - ND ND ND ND ND - - - - -
Xyl + ND - + + ND ND ND ND ND - - - -
Cel + ND + + - ND ND ND ND ND - + + + +

+ : réaction positive ; - : réaction négative ; ND : non déterminé.

Lac : lactose ; Glu : glucose ; Fru : fructose ; Mal : maltose ; Sac : saccharose ; Mel : mélibiose ; Ara :
arabinose ; Gal : galactose ; Raf : raffinose ; Xyl : xylose ; Cel : cellobiose.

Enterococcus durans : KC01, KC05, KCQ07, KC09, KC10 et KC13 ; Enterococcus faecium : KC02,
KCO03 et KC04 ; Leuconostoc mesenteroides : KC06, KC08 et KC11 ; Lactococcus lactis : KC12,
KC14 et KC15.

La fermentation des carbohydrates est un processus métabolique crucial pour les
bactéries lactiques qui garantit leur multiplication et leur survie. Les bacteries lactiques ont une
capacité de fermenter diverses sucres en acide lactique. Ces sucres appartiennent aux sucres
simples ou aux monosaccharides tels que les hexoses (glucose, galactose), aux pentoses (xylose),
aux sucres composes tels que les dissacharides (lactose, saccharose, maltose,) comme ils peuvent
étre des sucres-alcools comme des hexitols ou des pentitols (mannitol, sorbitol) ou des

hétérosides (esculine). La capacité a métaboliser les sucres est fonction des souches considérées.
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Les bacteries lactiques qui sont capables de métaboliser plusieurs carbohydrates par leur
systeme métabolique semblent étre moins exigeantes et elles ont plus de capacité de dominer et
de se développer facilement dans divers environnements en utilisant les sources de carbone
disponibles. De point de vue biotechnologique, I’absence d’exigence nutritionnelle et la facilité
de cultivation sont considérées parmi les critéres de choix des bactéries lactiques probiotiques.

L'acidification est le résultat du processus de fermentation des hydrates de carbone ce qui
confére aux BLs le réle principal d'étre utilisées comme des starters dans les aliments fermentés.
La fermentation améliore les propriétés organoleptiques des aliments, telles que la texture et la
saveur. Ainsi que la bio-conservation et le contrdle des flores indésirables par la création d’un
environnement a pH bas défavorable a leur croissance et a la production des acides organiques,

des métabolites antimicrobiens.

Réaction positive

(noircissement)

Figure 18 : Hydrolyse de I’esculine.

Des mélanges de souches ayant des capacités différentes de métabolisation des hydrates
de carbone sont largement utilisés pour assurer une fermentation optimale et améliorer la qualité
sensorielle des aliments (Manini et al., 2016).
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Réaction positive

(Rose)

Réaction positive

(Jaune)

Figure 20 : Résultats de fermentation de des sucres.

4.3 Activité protéolytique et lipolytique des souches lactiques

Dans cette étude, les souches de bactéries lactiques ont été testées pour leurs activités de
protéolyse et de lipolyse (Tableau 22) qui se sont manifestées par 1’apparition de zones claires

autour des puits.
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Tableau 22 : Activité protéolytique et lipolytique et Production d'exopolysaccharides.

Souche Zone d’activité (mm) Exopolysaccharides
AP AL
KC01 15,00 + 1,00 - -
KCO02 14,50+ 0,50 - -
KCO03 12,50 + 0,50 - -
KC04 13,50 + 0,50 - -
KCO05 23,50+ 1,50 - +
KCO06 11,50+ 1,50 - +
KC07 17,50 + 2,50 - -
KCO08 16,50 + 2,50 - -
KCO09 18,00 + 2,00 - +
KC10 21,75+0,25 - +
KC11 15,00 + 1,00 - +
KC12 12,00 + 0,00 - +
KC13 14,00 + 2,00 - +
KC14 12,50 + 0,50 - +
KC15 12,00 + 0,00 - +

AP : activité protéolytique ; AL : activité lipolytique ;

+ : activité / production positive ; - : activité / production négative.

Enterococcus durans : KC01, KC05, KC07, KC09, KC10 et KC13 ; Enterococcus faecium : KC02,
KCO03 et KC04 ; Leuconostoc mesenteroides ;: KC06, KC08 et KC11 ; Lactococcus lactis ;: KC12,
KC14 et KC15.

Les résultats ont montré que toutes les souches testées présentaient une activité
protéolytique en donnant une zone de protéolyse dans le milieu solide au lait.

Selon les résultats, la plus grande zone est obtenue par la souche KC05 (23,50 + 1,50
mm) est la plus petite zone a été de la souche KCO06 (11,5 + 1,50 mm). Toutes nos souches
lactiques ont été classées comme ayant une activité protéolytique significative (taille du halo >
10mm) comme indiqué dans la figure 21.

L’activité protéolytique a été au dépend de la souche lactique elle-méme et différente
entre les souches de la méme espéce bactérienne.

Aucune des quinze souches testees n'a présenté d'activite lipolytique en milieu gelosé
Tributyrine (Tableau 22). Des résultats similaires sont obtenus par Fusco et al. (2019) qui ont
rapporté 1’absence totale d’activité lipolytique des 126 souches lactiques, parmi eux 4 Leu.
mesenteroides et 46 Lc. lactis, et 12 Lactococcus spp isolées a partir du fromage traditionnel.

Mechai et al. (2014) ont constaté que seules deux souches du genre Lactococcus isolées
du lait fermenté et du fromage traditionnel avaient une forte activité protéolytique ; cependant
Dahou et al. (2021) ont constaté que dix Lactococcus lactis isolés du fromage traditionnel

algérien "J'ben" avaient une activité protéolytique. Franciosi et al. (2009) ont rapportée des
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caractéristiques similaires chez un Lactococcus (Lc. lactis subsp. Lactis) et deux Enterococcus
(E. durans) isolés du lait cru de vache.

Le systeme protéolytique est essentiel dans les processus de fermentation et permet la
croissance des BLs dans le lait ; ce systeme contient des enzymes qui hydrolysent la caséine et
fournissent les acides aminés nécessaires aux cellules (Mayo et al., 2010 ; Balthazar et al., 2017 ;
Farahani et al., 2017 ; Karakas-Sen & Karakas, 2018). Le systeme protéolytique contribue
également a la formation de plusieurs propriétés organoleptiques dans divers produits laitiers
fermentés (Savijoki et al., 2006 ; Gobbetti et al., 2018).

Zone de

protéolyse

Figure 21 : Activité protéolytique des souches lactiques

Les activités protéolytiques et lipolytiques sont des critéres trés recherchés chez les BLs
pour une utilisation comme culture starter secondaire dans la production du fromage car ces deux
processus jouent un réle vital pendant la maturation du fromage (Bruno & Carvalho, 2009).

La lipolyse est un processus important dans la maturation de certaines variétés de
fromages qui joue un role dans le développement de la texture moelleuse chez le fromage de type
Swiss (Farahani et al., 2017).
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4.4 Activité hemolytique des souches lactiques

La présence d'une zone lytique sur les boites de gélose au sang a été utilisée pour évaluer
I'activité hémolytique de nos souches.

Les bactéries ayant une activité hémolytique peuvent produire de I'hémolysine et détruire
les globules rouges des humains ou des animaux. Nous avons constaté que toutes nos souches
lactiques ont présenté une activité hémolytique de type y-hémolytiques (aucune zone entourant
les colonies) ce qui montre qu'elles sont sans danger pour étre utilisées dans les aliments ou pour
les applications probiotiques.

L'absence d'activité hémolytique est un indicateur important de securité lors de la

sélection d'une souche probiotique (Jikang & Wenxiang, 2019).

4.5 Production d'exopolysaccharides par les souches lactiques

Pour la production d'exopolysaccharides, les souches ont été testées pour leur capacité a
produire de I'EPS pendant leur croissance sur du MRS contenant du glucose.

Neuf souches (KC05, KC06, KC09, KC10, KC11, KC12, KC13, KC14 et KC15) ont été
capables de produire des EPS lorsqu'elles étaient cultivées sur un milieu gélosé MRS contenant

125



RESULTATS ET DISCUSSION

du glucose (20g/L) comme source de carbone. KC15 a produit une plus grande quantité d'EPS
(Figure 22).

La production d'EPS est considérée comme une caractéristique unique des BLs utilisées
comme starters pour certains produits laitiers, car ces substances contribuent a améliorer la
texture et la viscosité des aliments, comme la texture lisse et crémeuse du yaourt, qui est lI'aspect
le plus important de la qualité du yaourt.

Les EPS ont également montré un certain nombre d'effets bénéfiques sur la santé
humaine, en particulier dans le traitement des maladies gastro-intestinales, des tumeurs et des
maladies du foie (Gibson & Rastall, 2005).

4.6 Profil d’acidification des souches lactiques

La capacité d'acidification des souches est I'une des propriétés technologiques les plus
importantes pour les bactéries lactiques.

Le tableau 23 montre les résultats du pH apres 6h et 24h ainsi que ’acidité Dornic aprés
24h d’incubation a 30°C.

D’apres ces résultats, on observe que la totalité de nos souches lactiques présentent un
abaissement du pH du milieu (Tableau 23). Les résultats des valeurs de 1’acidité titrable sont
montrés apres 24h et la valeur la plus élevé est celle de la souche KCO02 : 61,25 degrés Dornic
aprés 24 h d’incubation, ces valeurs sont faibles par rapport a celles obtenues par Dahou, (2017)
qui a enregistré des valeurs jusqu’a 112 degrés Dornic pour le genre lactococcus, 115 degrés
Dornic pour Leuconostoc et 121 degrés Dornic pour Enterococcus. Meghoufel, (2019) a
enregistrée des valeurs faibles qui ne dépassent pas de 59,33 degrés Dornic aprées 20 h qui sont
des résultats proches de ceux de la présente étude.

Les valeurs du pH apres 6h ont été entre 6,04 et 6,70 alors qu’apres 24h ont été entre 4,47
et 5,30. Mais ces résultats ne reflétent pas vraiment la capacité de I’acidification et de diminution
du pH des souches lactiques car le pH au temps Oh n’était pas similaire. Donc on a évalué
I’acidification par unités du pH, qui nous a permis de définir trois classes en tenant compte des
résultats obtenus par Morandi et al. (2013) : classe |, isolats tres acidifiants présentant une baisse
du pH supérieure a 2 unités de pH ; classe Il, groupe d'activité acidifiante moyenne, présentant
une baisse du pH comprise entre 1,5 et 2,0 unités de pH ; classe Ill, isolats peu acidifiants,

provoquant une baisse du pH inférieure a 1,5 unités de pH (Tableau 24).
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Tableau 23 : Variations des mesures du pH et de ’acidité titrable des souches

souche pH Degré Dornic
Oh 6h 24h apreés 24h
KCO01 6,78 6,31 4,53 54,05
KCO02 6,82 6,32 4,70 61,25
KCO03 6,75 6,30 4,86 50,40
KCO04 6,75 6,25 4,85 40,00
KCO05 6,63 6,24 4,63 56,00
KCO06 6,91 6,70 5,30 40,00
KCO07 6,92 6,50 5,19 45,00
KCO08 6,94 6,28 5,12 45,00
KCO09 6,63 6,25 4,58 56,60
KC10 6,46 6,10 4,77 59,20
KC11 6,60 6,14 4,70 45,00
KC12 6,60 6,23 4,47 56,30
KC13 6,55 6,04 4,76 51,80
KC14 6,51 6,06 4,66 51,50
KC15 6,55 6,07 4,79 49,10

Enterococcus durans : KC01, KCO05, KC07, KC09, KC10 et KC13 ; Enterococcus faecium : KC02, KCO03 et
KCO04 ; Leuconostoc mesenteroides : KC06, KC08 et KC11 ; Lactococcus lactis : KC12, KC14 et KC15.

L'activité d'acidification est évaluée aprés 6H et aprés 24H. Aucune de nos souches ne
s'est révélée rapidement acidifiante apres 6H et elles réduisent le pH de moins de 1,0 unité de
pH. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par Meghoufel, (2019) et Morandi et al. (2013).

Cependant, apres 24H, toutes les souches réduisent le pH de plus de 1,5 unités, et seules 5
souches KCO01, KC02, KC5, KC9 et KC12 réduisent le pH de 2,0 unités ou plus, et dans ce cas,
on peut les classer dans la classe | comme des isolats tres acidifiants ; les souches KC03, KC04
et KC11 réduisent également le pH de 1,9 unités.

Les restes des souches sont classés parmi le groupe de classe Il avec une activité
acidifiante moyenne. Meghoufel, (2019) a rapporté une baisse de pH de 1,16 a 1,29 unités de pH
apres 20h et donc des souches peu acidifiantes, contrairement a nos souches.

Plusieurs auteurs ont indiqué que la réduction du pH est au dépend de la souche lactique,
il existe une variation entre les différentes especes, et au sein des souches de la méme espece
(Aquilanti et al., 2007; Morandi et al., 2011 ; Fusco et al., 2019).

Nos résultats ont montré que l'activité d'acidification se situait entre pH 4,47 et 5,30. Nos
résultats sont en accord avec Karakas-Sen & Karakas, (2018) ou ils ont trouvé que parmi les
cocci appartenant a (Enterococcus durans, Enterococcus faecium et Lactococcus lactis) une
capacité d'acidification dans le lait écremé qui se situait a un pH entre 4,33 et 5,3. Cependant,

Fusco et al. (2019) ont isolé des souches de Lactococcus lactis a partir de fromages traditionnels
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italiens dont la capacité d'acidification était plus élevée ou le pH était inférieur a 4,5, mais

I'acidification des souches de Leuconostoc mesenteroides était variable.

Tableau 24 : Profil d’acidification des souches

ApH 6h ApH 24h
Souche Classe Il Classe Il Classe |
ApH<1,5 1,5<ApH<2 ApH>2
KCO01 0,47 2,25
KC02 0,50 2,12
KCO03 0,45 1,89
KCo04 0,50 1,90
KCO05 0,39 1,98
KCO06 0,21 1,61
KCO07 0,42 1,73
KCO08 0,66 1,82
KC09 0,38 2,05
KC10 0,36 1,69
KC11 0,46 1,90
KC12 0,21 2,13
KC13 0,51 1,76
KC14 0,45 1,85
KC15 0,48 1.76

Enterococcus durans : KC01, KC05, KC07, KC09, KC10 et KC13 ; Enterococcus faecium : KC02,
KCO03 et KC04 ; Leuconostoc mesenteroides ;: KC06, KC08 et KC11 ; Lactococcus lactis : KC12,
KC14 et KC15.

La capacité d’acidification est I’élément principal pour le choix des bactéries lactiques
comme des starters primaires destinés a la production d’aliments fermentés et des produits
laitiers tels que les fromages. L’acidification est aussi le principal élément qui assure la bio-
préservation des produits alimentaires par la diminution du pH et la production des acides
organiques.

De point de vue technologique, la capacité d’acidification d’une souche lactique est en
fonction du temps c’est-a-dire dépend de la vitesse d’acidification qui est en fonction du degré de
I’acidification et de la valeur d’abaissement du pH a la limite de la consommation des
carbohydrates. Sur ce principe que les bactéries lactiques sont classées en trois classes dont nous
avons énumeérees ci-dessus.

Les résultats obtenus ont montré une bonne capacité d'acidification des souches lactiques,
qui pourraient étre des candidats intéressants pour la bio-fermentation et la bio-conservation des

aliments avec des aptitudes biotechnologiques requises.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les bactéries lactiques présentent un grand intérét comme des agents de sécurité
alimentaire. Leur utilisation est reconnue depuis I’antiquité pour la bio-préservation et
I’augmentation de la durée de vie des aliments ainsi que I’amélioration de leur qualité
nutritionnelle. Le fromage traditionnel "J'ben™ est une denrée alimentaire incontestable avec une
grande diversité de bactéries lactiques, un important potentiel de sécurité sanitaire et des
propriétés technologiques multiples.

Les analyses physicochimiques des différents échantillons du fromage J’ben ont montré
des grandes variabilités des valeurs. Celles-ci seraient dues principalement a celle du lait
d’origine utilisé pour la fabrication. Les valeurs obtenues ont confirmé que le fromage
traditionnel étudié était inconstant sur le plan de sa composition. Les résultats nous ont permis de
classer néanmoins ces fromages dans la catégorie des fromages frais mi-gras de type pate molle.

L’¢étude microbiologique a mis en évidence la biodiversité de la flore lactique du fromage
traditionnel J’ben de Nadma. La caractérisation morphologique et phénotypique de 76 isolats a
donné les résultats comme suit : Enterococcus (44 souches= 57,89 %), Lactococcus (18 souches
= 23,68 %) et Leuconostoc (14 souches = 18,42 %). Parmi ces isolats, 15 ont subi une
identification moléculaire selon leur séquence du géne de leur ADNr 16S et ont révélé les
résultats suivants : Enterococcus durans (6/15 souches) et Enterococcus faecium (3/15 souches),
Lactococcus lactis (3/15 souches) et Leuconostoc mesenteroides (3/15 souches). On a observé
que I’identification phénotypique des 15 isolats a été similaire a leur caractérisation génotypique
a I’exception de KC05, KC07, KC09 et KC10 qui ont été phénotypiquement Leuconostoc et
génotypiquement Enterococcus et KC13 qu’a été phénotypiquement du genre Lactococcus et
génotypiquement du genre Enterococcus.

L’activité inhibitrice vis-a-vis des différentes souches pathogenes a montré que toutes les
souches lactiques sélectionnées ont cette propriété. Néanmoins, les résultats d’inhibition sont
variables en fonction de la souche lactique considérée et de la souche indicatrice.

L’interaction entre les souches lactiques a donné des résultats positifs significatifs. Dans
la majorité des cas, il y a eu absence d’inhibition entre les souches, ou parfois une faible

inhibition, sauf pour la souche KC08. On peut conclure que les bactéries lactiques isolées sont
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qualifiées pour une utilisation en association ou au sein d’une communauté microbienne sans
impact négatif.

L’activité inhibitrice est due & la production de différents agents inhibiteurs en fonction
de la souche lactique. Ces agents ont été déterminés comme suit : les acides organiques, le H,0,,
et les agents de nature protéique (bactériocines). Cette activité peut étre due aussi a un effet
combiné entre les agents inhibiteurs caractérisés, ou d’autres non déterminés dans le cadre de
cette étude.

Dans ce travail, I’é¢tude de I’effet des différents facteurs sur I’activité inhibitrice des
bactéries lactiques, a été réalisée dans I’objectif de connaitre la capacité d’inhibition de chaque
souche dans les différentes conditions. Cela permettra de maitriser et orienter leur utilisation
dans les aliments en fonction de leurs aptitudes. L’activité inhibitrice a été évaluée par rapport a
différents facteurs : les milieux de culture (M17, MRS et MH), le NaCl et le pH. Les résultats
obtenus ont été variables avec 1’observation d’une activité inhibitrice recherchée dans les
différents milieux de cultures sauf dans le MH et une activité inhibitrice dans 2% de NaCl mais
avec aucune inhibition dans les pH acide (pH 4.7 et 5.5).

Les bactéries lactiques sélectionnées ont été testées pour leurs propriétés technologiques
avec des caractéristiques pertinentes comme leur croissance dans les conditions hostiles et leurs
activités acidifiante et protéolytique. Avec leurs aptitudes biotechnologiques et leurs activités
antimicrobiennes dans les différentes conditions vis-a-vis des souches pathogenes, ces souches
semblent étre qualifiées pour étre des bons candidats pour une utilisation comme des starters en
biotechnologie et comme probiotiques. L’absence des inhibitions inter bactériennes leur confere
les potentialités d’étre associées au sein d 'une communauté.

Les résultats préliminaires obtenus sont relativement encourageants pour poursuivre
et approfondir plus le travail entrepris.

Parmi les perspectives envisagées pour consolider et promouvoir cette étude, les actions
suivantes sont préconisées :

. Prise en compte des procédés de fabrication du fromage et des conditions de
production du lait et de son origine (vache, brebis, chévre ou melanges).

. L’identification approfondie des isolats sélectionnés, ainsi que la caractérisation
moléculaire des autres isolats pour valoriser leur activité antimicrobienne et leurs propriétés

technologiques.
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. L’étude de ’activité antimicrobienne des souches identifiées contre un panel plus
large de bactéries pathogenes.

. La détermination et la quantification des agents inhibiteurs (peroxyde
d’hydrogene, les différents acides organiques, le diacétyle, etc.).

. L’étude de la production des bactériocines par les souches selon les différents
parametres (identification des bactériocines, quantification, optimisation de leur production,
évaluation de leur activité antimicrobienne...).

. L’étude des possibilités d’association des différentes souches lactiques
(Entérocoques, Lactocoques, leuconostocs...) et la détermination de leur efficacité
antimicrobienne et technologique au sein d’une communauté.

. L’étude de leurs parameétres de sécurité (antibiorésistance, production des amines
biogéniques...) ainsi que les autres propriétés technologiques et les caractéristiques probiotiques.

. L’exploitation des activités antimicrobiennes et les propriétés technologiques dans
différentes matrices alimentaires ou des formes pharmaceutiques (probiotiques) en vue de lutter
contre les agents de contamination et d’altération alimentaire, ainsi que les pathogénes qui
causent des problémes sanitaires.

. Développement de levains lactiques spécifiques contenant des combinaisons de
souches pourvues de capacités antimicrobiens et fonctionnelles pour d’éventuelles applications

dans des modeéles des produits fermentés.
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ANNEXES

Milieu MRS

Peptone 10g
Extrait de viande 10g
Extrait de levure 5¢
Glucose 209
Tween 80 iml
Phosphate bipotassique 29
Acétate de sodium 59
Citrate d’ammonium 29
Sulfate de magnesium, 7 H20 0.29
Sulfate de manganeése, 4 H20 0.5g
Agar 159

Eau distillée gsp 1000ml.

pH =6,5.
Stérilisation par autoclavage a 120°c pendant 15 min.
Milieu M17
Tryptone 2,59
Peptone pepsique de viande 250
Peptone papainique de soja 59
Extrait autolytique de levure 250
Extrait de viande 50
Lactose 59
Glycérophosphate de sodium 199
Sulfate de magnésium 0,259
Acide ascorbique 0,59
Agar bactériologique 159

Eau distillée gsp 1000ml.
pH =6,5.

Stérilisation par autoclavage a 120°c pendant 20 min..

Bouillon hypersalé

Extrait de viande 5¢
Glucose 5¢
Peptone 15¢
NaCl 659

Eau distillée gsp 1000ml.
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pH=72.

Stérilisation par autoclavage a 120°c pendant 20 min..

Gélose aux triglycérides

Peptone 59
Extrait de levure 39
Triglycérides 10ml
Agar 159

Eau distillée gsp 1000ml.

pH =6,5

Stérilisation a 110°c pendant 5min.
Milieu PCA-Lait
Peptone caséine 59
Extrait de levure 29
Glucose 19
Lait écrémé 2.5¢

Eau distillée gsp 1000ml.
pH final a 25°C : 7,00 £0,2.

Stérilisation par autoclavage a 120°c pendant 20 min.

Mueller-Hinton (MH)

Hydrolysat acide de caséine (peptone) 17,59

Extrait de viande 2,09
Amidon 1,5¢
Calcium25 mg 20a 25 mg
Magnésium 10a12,5mg
Agar 15,0

Eau distillée qgsp1L.

Stérilisation par autoclavage a 120°c pendant 20 min.

Milieu gélose esculine

Peptone 10g
Esculine 19
Citrate de fer ammoniacale 19
Agar 159

Eau distillée qsp 1 L.
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pH =7 +/-0,2.
Stérilisation par autoclavage a 120°c pendant 20 min.

Milieu arginine hydrolase

Peptone bactériologique 19

NaCl 5¢

KoHPO, 039

Rouge de phénole 0.01g

Arginine 10g

Agar 159
pH=7+/-0,2.

Eau distillée qsp 1 L.
Stérilisation par autoclavage a 120°c pendant 20 min.

Coloration de Gram

La coloration de Gram a été réalisée selon la technique suivante :

Sur une lame, fixer & la chaleur une culture bactérienne ;

Recouvrir la lame avec la solution de violet de gentiane pendant une minute ;

Ajouter du lugol pendant 30 secondes ;

Décolorer avec de 1’alcool 95°, puis rincer a I’eau ;

Faire une contre coloration en utilisant la fuschine et laisser agir 20 a 30 secondes ;
Laver a I’eau ;

Aprés séchage, soumettre la lame a une observation microscopigue a immersion (x100).

Les bactéries a Gram positif apparaissent en violet et les bactéries a Gram négatif en rose.
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