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Résumé

Les bacteéries lactiques (LAB) sont essentielles dans I'industrie alimentaire, jouant un réle
clé dans les processus de fermentation pour produire une variété d'aliments.

L’isolement des souches lactiques a partir d'un échantillon de lait de chévre cru provenant
de la région d’El Rogassa, située dans la wilaya d'El Bayadh, nous a permis d'obtenir 10 isolats a
Gram positifs et catalase négatives.

Pour l'identification des isolats,Nous nous sommes bases sir les tests suivants : test de
croissance a différentes températures : 22°C, 37°C et 45°C ; de croissancea différents pH : 5, 6,5
et 9,6 ; de croissance en présence de 6,5% NaCl ; de croissance en milieu du lait au sherman ;
étude de la thermorésistante ; de production d'acétoine et de l'arginine d'hydrolase. D’aprés ces
tests ont permis de distinguer quatre especes principales : Streptococcus thermophilus,
Enterococcus durans, Enterococcus faecalis et Lactococcus lactis.

Et en terminant notre étude par des tests technologiques des isolats ou ils montrent des

résultats satisfaisants pour une utilisation dans I'industrie alimentaire.

Mots clés : lait du chevre cru, bactéries lactiques, identification phénotypique, identification

biochimique, tests technologiques.



Abstract

Lactic acid bacteria (LAB) are essential in the food industry, playing a key role in
fermentation processes to produce a variety of foods.

Isolation of lactic strains from a sample of raw goat's milk from the El Rogassa region in the
wilaya of El Bayadh yielded 10 Gram-positive and catalase-negative isolates.

For isolate identification, we used the following tests: growth test at different temperatures:
22°C, 37°C and 45°C; growth test at different pHs: 5, 6.5 and 9.6; growth test in the presence of
6.5% NaCl; growth test in sherman'’s milk medium; thermoresistant study; acetoin production test
and arginine hydrolase test. These tests enabled us to distinguish four main species:
Streptococcus thermophilus, Enterococcus durans, Enterococcus faecalis and Lactococcus lactis.

And ending our study with technological tests of the isolates where they show satisfactory
results for use in the food industry.

Key words: raw goat's milk, lactic acid bacteria, phenotypic identification, biochemical

identification, technological tests.
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Introduction

Introduction

L'Algérie a une tradition laitiére, et le lait ainsi que les produits laitiers sont des aliments de
base dans l'alimentation des Algériens. Le lait et ses produits laitiers sont essentiels dans
I'alimentation humaine, et leur consommation augmente en raison de leur richesse en nutriments
(Rachedi et al., 2022).

Le lait est un liquide nutritif produit par les seins des mammifeéres, y compris les humains, pour
nourrir les nourrissons. Le lait de chévre est un aliment naturel trés nutritif, considéré comme
complet et capable de remplacer un repas. Il est apprécié pour sa faible teneur en matiéres grasses et
sa capacité a neutraliser les acides et toxines dans le corps,(Kourkouta et al., 2021).

Le lait et les produits laitiers sont des aliments nutritifs riches en nutriments essentiels et
comportent une gamme diversifiée de bactéries lactiques (Gentah et al., 2016).

Les bactéries lactiques (LAB) sont des micro-organismes bénéfiques pour la santé humaine,
animale et végétale, utilisés dans la fermentation alimentaire pour la conservation des aliments. Elles
s'adaptent a divers environnements, notamment les produits laitiers, la viande, les légumes, le pain et
le vin, ainsi que dans le corps humain (Bennani et al., 2017).

Les LAB ont des besoins nutritionnels spécifiques et croissent rapidement, ce qui leur permet
de produire des composés bénéfiques comme des acides organiques, des antimicrobiens et des
enzymes. Ces caractéristiques sont a l'origine de leurs nombreux avantages et applications (Hayek
et ibrahim, 2013).

Les objectifs de cette étude se basent autour des points suivants : Etude biotechnologie des
bactéries lactique isolée a partir d'un échantillon du lait de chévre cru de la région partie sud-ouest

d'Algerie (EI Bayadh).



Introduction

L'étude porte sur les caracteristiques phénotypiques, physiologiques et biochimiques des isolats
de bactéries lactiques thermophiles et mésophiles, extraites du lait cru de chévre, ainsi que sur leur

capacité a acidifier.

La problématique de I'étude est centrée sur I'analyse biotechnologique des bactéries lactiques
isolées du lait cru de chévre. Plus précisément, l'objectif est d'identifier et de caractériser les
bactéries lactiques (thermophiles et mésophiles) présentes dans des échantillons de lait cru de chevre
provenant de la région d'El Bayadh, située au sud-ouest de I'Algérie. L'étude vise également a
évaluer leurs caractéristiques phénotypiques, physiologiques, biochimiques et leur capacité a
acidifier, en vue de leur utilisation potentielle dans I'industrie alimentaire.

L’intérét de ce travail est d’identifier et de caractériser des bactéries lactiques isolées du lait de
chevre cru, provenant de la région d’El Bayadh.

Ce mémoire est subdivisé en trois chapitres:

«Le premier chapitre présente une partie bibliographique (Lait de chévre et les aptitudes
technologiques).

«Le second chapitre exprime les bactérie lactique.

«Le troisieme chapitre reflete comme:

- Chapitre 3: Les résultats obtenus de différents tests d’identification, caractéristiques
biotechnologiques des isolats.

- Chapitre 4: Contient la discussion des résultats.

En terminant avec une conclusion générale qui englobe les résultats de ce travail.
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1.1 Définition du lait

Le lait est une sécrétion naturelle des glandes mammaires des mammiféres, servant a nourrir
leurs petits. Il est également consommé par les humains, notamment le lait de certaines espéeces
comme les vaches, les buffles, les chevres, les brebis, les chamelles et les chevaux, que ce soit

sous forme liquide ou a travers divers produits laitiers (Sheet, 2019).

1.2 Définition du lait de chévre

Le lait de chévre est blanc et a une saveur plus prononcée que le lait de brebis. Sa nature
alcaline est attribuée a une teneur plus élevée en protéines et a un arrangement unique de
phosphates (Agnihotri et Prasad, 1993). En outre, le lait de chevre contient des globules de
graisse plus petits que le lait de vache, ce qui lui confere une texture plus lisse.

Les niveaux inférieurs d'alpha-1 caséine dans le lait de chevre conduisent & des produits
gélifiés plus doux, a une rétention d'eau accrue et a une viscosité réduite.

Toutefois, la saveur plus prononcée du lait de chévre par rapport au lait de vache peut limiter

I'acceptation de ses dérivés par les consommateurs (Pal et al., 2017).

1.3 Les composition nutritionnelle du lait de chévre

La composition du lait de chévre peut fluctuer en fonction de divers éléments comme la race
de I'animal, son alimentation (qui joue un rdle crucial pour la qualité du lait), les conditions
climatiques, I'état de santé, le stade de lactation, la reproduction et la méthode d'extraction du lait,

sans oublier le soin apporté au produit par la suite (Kim et al., 2013).
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1.3.1 L’eau

Le lait de chevre contient 87 % d'eau, ce qui en fait un aliment liquide peu énergétique,
surtout si les graisses sont éliminées. Bien qu'il soit traditionnellement percu comme pauvre en
sucres et riche en lipides et protéines, sa teneur en hydrates de carbone est en réalité plus élevée

que celle des autres composants (Bidot, 2019).

1.3.2 Les protéines

Le lait est composé de 80% de caséine et de 20% de protéines de lactosérum. Dans le lait de
vache, la caseine alpha sl est la principale protéine, tandis que le lait de chévre (GM) contient
principalement de la caséine béta.

Le lait de chevre contient plus de taurine et six acides aminés essentiels (thréonine,
isoleucine, lysine, cystine, tyrosine, valine) que le lait de vache, mais moins d'acide folique en
raison de la présence d'une protéine liant fortement les folates, ce qui affecte I'absorption de
I'acide folique.

Le lait génétiquement modifié est dépourvu de graisses lourdes et de composants produisant
du mucus, ce qui en fait une source de protéines complete contenant tous les acides aminés

essentiels, et ses fragments de caséine contiennent des peptides antimicrobiens (Park, 2009).

1.3.3 Les lipides
Les lipides du lait de chevre constituent la principale source d'énergie de ce produit. Tout
comme ceux du lait de vache, les lipides du lait de chévre sont faibles en acides gras

polyinsaturés, qui sont essentiels au métabolisme humain.
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La digestibilité des lipides du lait de chevre est élevee, atteignant 90 a 95%, méme chez les
enfants présentant une fonction pancréatique reduite. Cela s'explique par plusieurs facteurs,
notamment la sécrétion de lipides sous forme de globules par la glande mammaire, ou ils sont
entourés d'une membrane cytoplasmique contenant des protéines.

Les sels biliaires conjugués, tels que le taurocholate ou le taurodéoxycholate, a une
concentration physiologique de 1 a 2 mmol/l, permettent de libérer les lipides des globules,
facilitant ainsi leur hydrolyse par le systeme lipase-eolipase et leur absorption.

De plus, les lipides du lait de chévre se distinguent par la présence d'acides gras a chaine

relativement courte (Desjeux, 1993).

1.3.4 Les glucides

Le lactose est le principal hydrate de carbone présent dans le lait de chévre, mais sa
concentration est inférieure de 0,2 a 0,5 % a celle du lait de vache. En outre, le lait de chévre est
riche en oligosaccharides, glycopeptides, glycoprotéines et sucres nucléotidiques, avec une teneur
en oligosaccharides particulierement élevée et diversifiée qui offre divers avantages pour la santé.
En comparaison, le lait de vache contient moins de monosaccharides et d'oligosaccharides.

Les oligosaccharides du lait jouent un role crucial en favorisant la croissance des bactéries
intestinales bénéfiques chez les nouveau-nés, en protégeant les cellules de la muqueuse
intestinale contre les agents pathogénes, et peuvent méme favoriser le développement du cerveau.
Le lait de chévre contient notamment quatre fois plus d'acide sialique (230 mg/kg) que le lait de
vache (60 mg/kg).

La présence de sucres nucléotidiques dans le lait est également remarquable (Amigo et

Fontecha, 2011).
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1.3.5 Matiere minérale

La composition minérale du lait de chévre est influencée par divers facteurs, notamment la
race, le régime alimentaire, le stade de lactation et la santé de la mamelle, tout comme le lait
d'autres mammiferes.

En général, le lait de chévre présente des concentrations en mineraux plus élevées que le lait
de vache et le lait humain. Il est donc particulierement bénéfique dans les régions ou la
consommation de viande est faible, grace a sa richesse en calcium et en phosphate.

Le lait de chevre contient des niveaux élevés de calcium, de phosphore, de potassium, de
magnésium et de chlore, mais moins de sodium et de soufre que le lait de vache. Plus
précisement, le lait de chevre fournit 134 mg de calcium par 100 g, contre 119 mg dans le lait de

vache et seulement 32 mg dans le lait humain (Turkmen, 2017).

1.3.6 Vitamines

Des recherches indiquent que le lait de chévre contient une concentration plus élevée en
vitamine A par rapport au lait de vache. Cependant, il est déficient en d'autres vitamines
essentielles, telles que la vitamine E, le folate et la vitamine B12, ce qui peut entrainer des
carences.

De plus, le processus de pasteurisation peut également affecter les niveaux de vitamines
comme la thiamine, la riboflavine et la vitamine C dans le lait de chévre. 1l est donc recommandé
de diversifier les sources alimentaires afin de garantir un apport adéquat en vitamines et

minéraux, surtout si les enfants ne consomment que du lait de chévre (Singh et al., 2021).
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1.4 Les caractéristiques du lait de chevre
1.4.1 Les caractéristiques organoleptique
| .4.1.1 La couleur

Le lait de chévre se caractérise par son aspect trés blanc, propre et mat, dépourvu de la teinte
jaune du lait de vache due a l'absence de B-carotenes. Ces caroténoides, présents dans divers
légumes et transformés en vitamine A chez I'animal, contribuent a la couleur jaune du lait de
vache.

Le lait de chevre est également plus visqueux, avec des globules gras plus petits et plus
nombreux que dans le lait de vache et de brebis. Une couleur bleu-blanc peut suggérer que le lait
est écréemé ou aqueux, tandis qu'une teinte rouge peut indiquer la présence de colostrum ou

d'éventuels problemes de santé (Bidot, 2019).

1.4.1.2 La saveur

Le lait de chevre se distingue par sa saveur unique, influencée par I'alimentation, la race de la
chévre, la fraicheur et le traitement du lait. En général, le lait de chévre frais présente une
douceur naturelle, une légére acidité (pH de 6,5-6,7), une note caprine caracteristique, et des

ardmes herbacés ou floraux si les chévres sont nourries a I'herbe (Silanikove, 2010).

1.4.1.3 L’odeur

Le lait frais de chevre a une odeur Iégerement caprine, plus prononcée que celle du lait de
vache, mais moins forte que celle du fromage de chevre affiné. Son odeur varie selon la
conservation : un lait frais et bien conservé présente une odeur discréte et sucree, tandis qu'un lait

mal conserve dégage une odeur forte et rance (Park, 2017).
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Plusieurs facteurs influencent cette odeur, notamment I'alimentation des chevres (herbe
fraiche, foin, ou régimes concentrés), I'nygiene de la traite, et le traitement du lait, comme la

pasteurisation, qui atténue les notes animales (Park, 2017).

1.4.2 Caractéristiques physico-chimiques
1.4.2.1 pH

Le pH du lait de chevre est généralement inférieur a celui du lait de vache, se situant entre
6,3 et 6,7, avec une moyenne de 6,53. Ce niveau d'acidité peut varier en raison d'infections

comme les mammites et selon les ferments et micro-organismes présents (Jouhannet, 1992).

1.4.2.2 Acidité
L'acidité dornic mesure la concentration d'acide lactique dans le lait, résultant de la
fermentation du lactose par des bactéries. En général, elle est de 18°D, mais varie selon I'espéce

laitiere. Pour le lait de chévre, lI'acidité dornic se situe entre 12,85 et 18,88 (Benkrizi, 2019).

1.4.2.3 Densité

La densité du lait de chévre, un indicateur clé de sa composition, est typiquement de 1.032
g/lcm3 a 20°C, avec une plage de 1.027 a 1.038 g/cm3, et de 1.034 g/cm? a 15°C, variant entre
1.029 et 1.040 g/cm3. En comparaison, le lait de vache a une densité de 1.030 a 1.034 g/cm?,

tandis que le lait de brebis se situe entre 1.036 et 1.040 g/cm3 (Silanikove et al., 2015).

1.5 La flore originelle

Lait de chevre comprend les micro-organismes naturellement presents dans le lait provenant
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de mamelles saines, avant toute contamination. Elle est indispensable a la qualité du lait et a sa

transformation, comme dans la fabrication des fromages et des yaourts (Montel et al., 2014).

1.5.1 Bactéries productrices de toxines
Principales bactéries productrices de toxines dans le lait de chevre

- Staphylococcus aureus : produit des entérotoxines (A, B, C, D) qui provoquent des
intoxications alimentaires (nausées, vomissements) ; les pis infectés et les mains des
manipulateurs en sont la source.
- Bacillus cereus : produit une toxine émétique entrainant une gastro-entérite (diarrhée ou
vomissements) ; les sources de contamination sont le sol, les aliments pour animaux et
I'équipement.
- Clostridium perfringens : produit une toxine alpha et une entérotoxine provoquant une diarrhée
sévere ; les sources de contamination sont les matiéres fécales et I'environnement.

- Listeria monocytogenes : produit de la listériolysine O, provoquant la listériose (risque élevé
pour les femmes enceintes) ; présente dans I'environnement (eau, sol).

- Escherichia coli (STEC) : produit des toxines de Shiga entrainant une colite hémorragique et

un syndrome urémique ; la source est la contamination fécale.

1.5.2 Facteurs favorisant la production de toxines
1.5.2.1 Température
- S. aureus produit des toxines a une température comprise entre 10 et 45°C (optimale a 37°C).

- Les toxines de B. cereus sont stables a la chaleur (résistance a 121°C).



Chapitre | Le lait de chévre

1.5.2.2 pH

- S. aureus se développe a un pH compris entre 4,5 et 9,6 (Le Loir et al., 2003).

1.5.3 Les flore du lait de chévre
1.5.3.1 Flore d’altération

Le lait de chevre peut étre altéré par divers microorganismes, notamment des bactéries, des
levures et des moisissures, qui affectent ses qualités organoleptiques et nutritionnelles. Les
principaux microorganismes d'altération incluent :
- Pseudomonas sp : cause amertume et rancidité, se développe a 4-30°C dans des conditions
d'hygiene insuffisantes.
- Bacillus cereus : produit des enzymes protéolytiques, se développe a 20-45°C dans le sol et le
lait mal conservé.
- Enterobacteriaceae : provoque acidification et gonflement des emballages, se développe a 10-
40°C par contamination fécale.
- Clostridium sp : cause putréfaction et odeurs désagréables, se développe a 15-50°C dans des
environnements anaérobies.
- Levures (Candida, Geotrichum) : Provoquent acidification et golt fermenté, se développent a
15-30°C dans des environnements humides.
- Moisissures (Penicillium, Mucor) : produisent des mycotoxines et un golt terreux, se
développent a 10-30°C sur des surfaces contaminees.

Ces microorganismes se développent dans des conditions spécifiques, souvent liées a une

mauvaise hygiéne ou a des environnements contamingés (Deeth et al., 2006).
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1.5.3.2 Flore contaminante
Le lait de chévre, comme tout lait cru, renferme une variété de microorganismes, y compris
des bactéries telles que Staphylococcus aureus et E. coli, qui proviennent de contaminations

fécales ou environnementales. Ces microorganismes peuvent poser des risques sanitaires,

notamment des toxinfections (Raynal et al., 2008).

1.5.3.3 Flore pathogéne

Le lait cru et les produits laitiers, méme aprés assainissement, peuvent contenir des germes
pathogenes. La contamination peut provenir des animaux, du lait, des produits laitiers, de
I'environnement ou de I'nomme. Certaines bactéries, comme les staphylocoques et les

streptocoques, peuvent étre présentes dans le lait et se développer dans la mamelle.
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I1.1 Genéralités sur les bactéries lactiques

Le concept de bactéries lactiques (BAL) en tant que groupe d'organismes a émergé au début
du XX°® siéecle. Historiguement, les BAL sont definies commeune famille de microbes

omniprésents et variés, capables de fermenter divers nutriments en acide lactique.

Cependant, des preuves moléculaires récentes ont remis en question cette définition. On les
retrouve dans des environnements riches en glucides, tels que I'alimentation humaine et animale,
ainsi que dans les cavités humaines et animales, les eaux usées et les matiéres végétales. Des

souches ont d'ailleurs été isolées dans tous ces milieux (Wenjun et al., 2014).

Les bacteéries lactiques sont généralement considérées comme saines et sont classées comme
« GRAS » (Generally Recognized As Safe). Elles jouent un role essentiel dans la fermentation et
la conservation des aliments, que ce soit en tant que microflore naturelle ou comme cultures
ajoutées dans des conditions controlées. Ces bactéries sont largement utilisées dans la fabrication

de divers aliments fermentés, tels que les yaourts, les laits fermentés et les fromages.

Au-dela de leur fonction technologique, I'ajout de ces souches améliore significativement la
qualité du produit, notamment en termes de saveur et de texture, tout en garantissant sa sécurité
grace a une prolongation de sa durée de conservation et a l'inhibition de la flore compétitive

responsable de I'altération et des bactéries pathogénes (Guetarni, 2018).

11.2 Définition

Le groupe des bactéries lactiques a été défini par Orla-Jensen en 1919 comme un ensemble
de micro-organismes vivants, procaryotes, présentant une grande diversite morphologique. Ces
bactéries se caractérisent par leur production significative d'acide lactique et appartiennent a la

famille des « Lactobacteriaceae ».

Elles sont largement répandues dans la nature, notamment dans le sol et le lait, ou on les
trouve dans les litieres, les fourrages et sur les mamelles. Elles se multiplient rapidement dans le

lait lors de la traite.

On peut en trouver jusqu'a 1 million dans 1 ml du lait. Elles sont également présentes chez

I'nomme, principalement dans le tube digestif. Plus largement, les bactéries lactiques se
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rencontrent dans des environnements ou les produits de dégradation des protéines et des
vitamines sont en forte concentration, ou lI'oxygene est rare, et surtout la ou des glucides sont

présents.

Elles jouent un réle crucial dans la fabrication de divers produits alimentaires, notamment de
nombreux produits laitiers. De plus, elles sont également utilisees dans le saumurage des
Iégumes, la boulangerie, la vinification, ainsi que dans le saurissage des poissons, des viandes et
des charcuteries. Leur action bénéfique contribue a la texture et a la saveur des aliments, tout en
favorisant la production de composés aromatiques. Par ailleurs, elles protégent le lait en inhibant
la prolifération de germes nuisibles, par exemple grace a la production de bactériocines, ou en
abaissant le pH par la production d'acide lactique (Benreguige, 2015).

1.3 Habitat

Les bactéries lactiques constituent un groupe de bactéries ubiquitaire. On les trouve dans les
aliments pour animaux et les denrées alimentaires (produits carnés et a base de poisson, produits
céréaliers, vins, vinaigres, fruits et jus de fruits, légumes, ensilage, purée, choucroute et levain),
sont présentes dans de nombreux milieux naturels, allant du sol et I'eau, les eaux usées, les
muqueuses, les voies respiratoires humaines et animales, le tractus gastro-intestinal et les organes

génitaux (Ayivi et al., 2020).

I1.4 Caractéristiques des bactéries lactiques

Ce sont des bactéries a Gram positif, catalase négatif, non sporulées et anaérobies
facultatives. Elles sont généralement considérées comme immobiles. L'hétérogénéité de ce
groupe se manifeste clairement dans leurs caractéristiques morphologiques : elles peuvent se
présenter sous forme de béatonnets ou de cocci, en cellules individuelles ou en paires, en
tétraedres, ainsi qu'en chaines courtes ou longues. En raison de leurs capacités de biosynthese
limitées et de leurs besoins élevés en carbone et en azote (Salminen et von Wright, 1998), leur
habitat naturel se trouve dans des environnements riches en nutriments (Settanni et Moschetti,
2010).
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Les bactéries lactiques, également connues sous le nom de bactéries de I'acide lactique, se
distinguent par leur capacité a fermenter les glucides, produisant ainsi de I'acide lactique. Elles

sont qualifiées d'homofermentaires lorsque I'acide lactique est le seul produit de fermentation.

En revanche, elles sont considérees comme hétérofermentaires lorsqu'elles genérent

simultanément d'autres composés, tels que I'éthanol et le CO..

Ces microorganismes sont anaerobies, bien qu'ils puissent tolérer une certaine quantité
d'oxygeéne. Ce dernier influence non seulement leur métabolisme, mais aussi leur croissance, leur

survie et l'intégrité de leur ADN.

Les bactéries lactiques possedent deux types d'oxydases a NADH, des enzymes qui
catalysent la réduction de l'oxygene (O2) en peroxyde d'hydrogéne (H202) ou en eau (H20)
(Savadogo, 2011).

11.5 Classification des bactéries lactiques

Elles appartiennent a I'embranchement des Firmicutes, a la classe des Bacilles et a I'ordre des
Lactobacillales. Les LAB sont classées selon leur morphologie cellulaire, leur mode de
fermentation du glucose, leur plage de température de croissance et leurs schémas d'utilisation
des sucres (Quinto et al., 2014).

L'approche traditionnelle de la taxonomie bactérienne reposait sur des caractéristiques
morphologiques et physiologiques. Cette méthode a été élargie pour intégrer la composition de la
paroi cellulaire (Klein et al., 1998).

Les bactéries lactiques (LAB) comprennent une large gamme d'especes (Stiles et Holzapfel,
1997).

Les genres LAB incluent : Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus, Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus,

Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus et Weissella (figure 1).
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Figure 01 : Arbre phylogénétique des principaux genres de bactéries lactiques et des genres
associes, obtenu par analyse des ARNr 16S (Stiles et Holzapfel, 1997).

11.5.1 Le genre Streptococcus

Les streptocoques sont des bactéries cocci a Gram positif, catalase négative, qui se
développent dans des conditions aérobies facultatives, bien que certains d'entre eux nécessitent
un apport supplémentaire de CO, pour croitre. lls sont chimio-organotrophes et possedent un
métabolisme fermentaire.Les streptocoquessont considéréscomme homofermentaires (figure 2)
(Toitetal., 2014).

Figure 02 : Morphologie en microscopie électronique de Streptococcus thermophilus

(Liebefeld, 2002)
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11.5.2 Le genre Lactobacillus

Les lactobacilles sont des bactéries lactiques (LAB) Gram-positives présentes dans les
plantes, les animaux et divers environnements alimentaires. Certaines espéces, notamment celles
associees au tractus gastro-intestinal (Gl), sont reconnues comme des probiotiques, offrant des

bienfaits pour la santé de I'ndte. Le genre Lactobacillus est le plus vaste parmi les bactéries

lactiques, comptant plus de 145 espéces identifiées (figure 3) (Savadogo, 2011).

Figure 03: Hétérofermentative Lactic Acid Bacteria: (A) Lactobacillus brevis (B)
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (Yilmaz et Dege, 2023).

11.5.3 Le genre Lactococcus

Lactococcus lactis est une bactérie mésophile qui constitue I'un des principaux éléments des
cultures de démarrage, tant industrielles qu'artisanales. Sa fonction principale dans les
fermentations laitieres est de métaboliser le lactose en acide lactique et de transformer les

protéines du lait en composés aromatiques.

Sur le plan morphologique, les lactocoques présentent des cellules sphériques ou ovoides, se
trouvant isolément ou en chaines (figure 04). Ce sont des bactéries Gram positives, catalase

négatives, anaérobies facultatives, non mobiles et non sporulées.

Elles peuvent se développer a une température de 10°C, mais pas a 45°C, et fermentent le
glucose via la voie de I'hexose diphosphate, produisant ainsi de I'acide L (+) lactique (Mills et al.,
2011).
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Figure 04 : Morphologie en microscope électronique Lactococcus lactis subsp. diacetylactis
(Dworkin et al., 2006)

11.5.4 Le genre Leuconostoc

Leuconostoc lactis est un cocci ou coccobacille anaérobie facultatif, & Gram positif, qui est
négatif pour la catalase et I'oxydase. Il se développe en paires et en chaines, formant des colonies
qui peuvent étre morphologiquement similaires a celles d'Enterococcus ou de Streptococcus viri
dans lors des analyses biochimiques de routine en microbiologie clinique (figure 5) (Yang et al.,

2015).

4

Figure 05 : Fixation des Leuconostocs sur les moules en grés-vernisse, examen en microscope

électronique de balayage (Devoyod et al., 1988).

11.5.5 Le genre Pediococcus

Le genre Pediococcus est homofermentaire et présente une forme ellipsoidale ou sphérique.
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Parmi les espéces de ce genre, quatre sont particulierement significatives dans I'AML :
Pediococcus damnosus, Pediococcus parvulus, Pediococcus pentosaceus et Pediococcus
inopinatus. Ces bactéries sont souvent percues comme des agents de dégradation du vin, car
certaines souches peuvent synthétiser des exopolysaccharides, ce qui donne au vin une texture
visqueuse et épaisse. De plus, elles produisent des concentrations élevées d'acide acétique et

d'amines biogenes. Les especes de Pediococcus generent également de nombreuses enzymes qui

créent des composés aromatiques appréciés dans le vin (figure 6) (Gil-Sanchez et al., 2019).

Figure 06 : Morphologie en microscope électronique de Pediococcus sp (Université de Caen)

11.6 Les exigences nutritionnelles des bactéries lactiques

Bien que les bactéries lactiques jouent un réle crucial dans le secteur agro-alimentaire, leur
croissance demeure un processus complexe qui requiert un apport varié et spécifique en
nutriments. En plus des besoins en oligo-éléments, vitamines et nucléotides, leurs exigences
nutritionnelles les plus significatives concernent principalement les acides aminés. 1l est en effet
bien établi qu'aucune de ces bactéries ne peut se développer en utilisant de I'azote inorganique
(Loubiére et al., 1996).

11.6.1 Les glucides

Lafermentation des sucres par les bactéries lactiques joue un réle crucial dans la production
d'aliments fermentés a base de plantes. Ces bactéries ont besoin de nutriments spécifiques et ne
peuvent décomposer que les glucides, car elles ne possédent pas les enzymes nécessaires pour

fermenter des polysaccharides comme I'amidon. Bien que le lactose, essentiel a leur croissance,
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ne se trouve pas dans les plantes, la demande croissante pour des alternatives aux produits laitiers
fermentés met en lumiére l'importance de comprendre comment les ferments lactiques peuvent
fermenter différents types d'hydrates de carbone. Une étude a analysé I'activité de fermentation de
diverses cultures bactériennes, notamment S. thermophilus et plusieurs souches de L. lactis
(Gunkova et al., 2021).

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes capables de fermenter les glucides pour
générer de l'acide lactique. Elles jouent un rdle essentiel dans I'industrie des aliments fermentés.
Récemment, leur importance dans le secteur alimentaire et leurs propriétés probiotiques ont été
soulignées, tout comme leurs caractéristiques métaboliques. Ces bactéries décomposent des
macromolécules alimentaires, notamment les polysaccharides indigestes, et transforment des
composés aromatiques indésirables, tout en produisant divers produits, y compris des acides gras
(Wang et al., 2021).

11.6.2 Les acide aminé

Les bactéries lactiques (LAB) jouent un réle clé dans la production d'amines biogénes (BA)
dans les aliments fermentés, en décarboxylant les acides aminés. Ces amines peuvent étre
toxiques et provoquer divers symptdmes chez les personnes sensibles. De nombreuses recherches
ont été menées sur le potentiel de production d'amines biogénes par les LAB, en se concentrant
sur les conditions favorisant I'accumulation des BA ainsi que sur les enzymes et genes impliqués

dans leur biosynthése (Barbieri et al., 2019).

11.6.3 L’azote

Les véritables bactéries lactiques ne se développent pas en utilisant des sels d'ammoniaque
ou des acides aminés simples comme source d'azote. Nous avons testé toutes nos souches de
bactéries avec de l'acide aspartique, mais aucune n'a montré de signe de croissance. Elles
nécessitent une source d'azote aussi complexe, méme les protéines incomplétes, comme la
gélatine (sans l'ajout d'autres sources d'azote), se révelent généralement, comme c'est le cas pour
les animaux, étre une source d'azote trés peu nutritive pour les bactéries lactiques (Orla jensen,
1919).
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11.6.4 Les vitamines

De nombreuses études révelent que les bactéries lactiques sont capables de synthétiser
diverses vitamines, telles que l'acide folique, la riboflavine, la vitamine C, le pyridoxal et la
cobalamine, entre autres. Dans l'industrie alimentaire, les vitamines produites lors de la
fermentation par ces bactéries peuvent étre considérées comme un moyen d'enrichir

nutritionnellement les aliments (Wang et al., 2021).

11.6.5 Les minéraux

Des études antérieures ont démontré que le potassium est essentiel a la croissance de
Streptococcus faecalis et de Lactobacillus, tandis que le manganese est crucial pour la croissance
de Lactobacillus plantarum et stimule, dans un milieu brut, Lactobacillus casei ainsi que diverses

autres bactéries lactiques (Mac Leod et al., 1947).

11.6.6 L’oxygene

Les Bactéries Lactiques (LAB) sont traditionnellement classées en quatre genres
Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus et Lactobacillus. Ce groupe comprend quelques
anaérobies stricts, mais la plupart des souches étudiées sont aérotolérantes a divers degreés, et
souvent totalement. Aquelques exceptions pres, les LAB réagissent a I'oxygene (O2), et les effets
de ces réactions peuvent étre a la fois bénéfiques et nuisibles. En général, les LAB se développent
bien en l'absence d'oxygene, tandis que certaines souches peuvent étre partiellement ou
completement inhibées en sa présence. Ainsi, il est courant de considérer que le métabolisme de

croissance normal des LAB est anaérobie (Condone, 1987).

11.7 Principales voies fermentaires des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques (LAB) se divisent en deux groupes physiologiques : les LAB
homofermentaires, qui produisent principalement de [I'acide lactique, et les LAB
hétérofermentaires, qui générent de I'acide lactique, de l'acide acétique, de I'éthanol, du mannitol

et du CO, a partir d'hexoses. La distinction entre les activités homofermentaires et
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hétérofermentaires constitue I'une des premieres étapes de la classification systématique des LAB
(Muller, 1990).

Parmi les homofermentaires, on trouve des genres tels que Streptococcus, Lactococcus,
Enterococcus, Pediococcus et certains Lactobacillus (Abedi et Hashemi, 2020). Et les et
hétérofermentaires, des especes comme Leuconostoc, Oenococcus oeni et Lactobacillus
(Zaunmuller et al., 2006).

11.8 Les molécules a activité antimicrobienne synthétisées par les bactéries lactiques
11.8.1 Les acides organiques

Un certain nombre d'acides organiques sont connus, notamment l'acide lactique, l'acide
citrique, l'acide orotique, l'acide sialique, ainsi que les acides benzoique et sorbique. L'acide
citrique est le principal acide organique présent dans le lait cru, mais il disparait rapidement lors
du stockage en raison de l'action des bactéries. Les acides lactiques et acétiques résultent de la
dégradation du lactose. L'acide orotique joue un réle intermédiaire dans la biosynthese des

nucléotides pyrimidiques.

D'autres acides, comme les acides benzoique et sorbique, se trouvent dans le lait en quantités
moindres, mais leur importance réside dans leurs propriétés conservatrices. Avec
d'autrescomposés biologiquement actifs présents dans le lait, tels que les immunoglobulines, le
lysozyme et la lactoferrine, ils contribuent & inhiber la croissance de diversmicro-organismes, ce

qui améliore la qualité du produit pendant son stockage (Urbiené et Leskauskaite, 2006).

11.8.2 Le peroxyde d’hydrogéne

Les bactéries lactiques (LAB), notamment Lactobacillus delbrueckii subsp. Lactis, ont la
capacite de produire du peroxyde d'hydrogene (H20>) & des températures de réfrigération sans se
multiplier rapidement. Cela pourrait prolonger la durée de conservation des aliments réfrigéres
sans compromettre leur qualité ou leur acidité, tout en freinant la croissance de micro-organismes

pathogenes (Zalan et al., 2005).
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11.8.3 Le dioxyde de carbone

Le dioxyde de carbone est principalement produit par les LAB hétérofermentaires. Son
mécanisme d'action antimicrobienne reste encore mal compris. Néanmoins, le CO:; peut
contribuer a créer un environnement anaérobie qui inhibe les décarboxylations enzymatiques. De
plus, son accumulation dans la bicouche lipidique de la membrane peut perturber la perméabilité

cellulaire.

Le CO: est capable d'inhiber efficacement la croissance de nombreux micro-organismes
responsables de la détérioration des aliments, en particulier les bactéries psychrotrophes & Gram

négatif. Le niveau d'inhibition varie considérablement d'un organisme a l'autre.

A une concentration de 10 % (v/v), le CO, peut réduire le nombre total de bactéries de 50 %
(v/v), et a des concentrations de 20 a 50 %, il présente une forte activité antifongique (Ammor et
al., 2006).

11.8.4 Le diacétyle

Le diacétyle est un métabolite du citrate, responsable de I'ardbme et de la saveur du beurre
ainsi que de certains produits laitiers fermentés. Plusieurs bactéries lactiques, telles que des
souches de Leuconostoc, Lactococcus, Pediococcus et Lactobacillus, peuvent produire du

diacétyle, bien que sa production soit inhibée par la fermentation de I'nexose.

Les bactéries a Gram négatif sont plus sensibles au diacétyle que celles a Gram positif, et son
action semble résulter d'une interférence avec l'utilisation de I'arginine. En général, le diacétyle
est rarement présent dans les fermentations alimentaires a des niveaux suffisants pour avoir un

impact significatif sur I'activité antibactérienne (Caplice et Fitzgerald, 1999).

11.8.5 Les bactériocines

Les bactériocines sont de petits peptides antimicrobiens produits par différents groupes de
bactéries, notamment les bactéries lactiques (LAB), pour se défendre contre d'autres bactéries ou

agents pathogeénes.
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Ces molécules cationiques, composeées de 20 a 60 acides aminés, possedent des
caractéristiques hydrophobes. Plusieurs classifications des bactériocines ont été proposees, basees

sur une premiére classification qui les divise en quatre classes.

En général, la classe I, appelée lantibiotiques, regroupe de petits peptides thermostables
modifiés apres traduction, dont la structure primaire contient des acides aminés rares, ainsi que de
la lanthionine et de la méthyl-lanthionine. La classe Il se compose de petits peptides amphiphiles
en forme d'hélice, également thermostables. La classe 11l inclut des bactériocines de plus grande
taille, thermolabiles et non lytiques, qui présentent une activité complexe et une structure
protéique élaborée. Enfin, les bactériocines de classe IV sont considérées comme plus complexes
en raison de leurs composants lipidiques ou glucidiques et sont sensibles aux enzymes

glycolytiques ou lipolytiques.

Les bactériocines ont des mécanismes d'action variés : une fois synthétisées et transportées,
elles agissent principalement en perturbant les parois cellulaires ou en inhibant la synthése de

molécules cibles (Santos et al., 2025).

11.9 Propriétés technologiques des bactéries lactiques

Les ferments lactiques jouent également un role crucial dans I'équilibre du transit intestinal.
Ils aident a réduire le risque de diarrhées et permettent de lutter efficacement contre la
constipation. Lorsgu'ils sont consommés en quantités modérées, ces ferments diminuent les
spasmes intestinaux et les douleurs abdominales, améliorant ainsi la qualité devie des personnes

souffrant de paresse intestinale.

En détoxifiant I'organisme, en renforcant le systeme immunitaire et en consolidant le corps,

les ferments lactiques facilitent la digestion des yaourts pour ceux qui ne tolérent pas le lactose.

Cela leur permet de béneficier des atouts des produits laitiers riches en calcium, essentiels

pour la santé des os.

Le processus de fermentation du lait repose sur l'activité des bactéries lactiques, essentielles
a la transformation du lait en produits laitiers fermentés. Dans l'industrie laitiere, différentes

souches industrielles de bactéries lactiques sont utilisées comme cultures de démarrage. Ces
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cultures ont été obtenues a travers une série d'activités, suivies d'un processus d'isolement, de

sélection et de validation.

Les comportements et caractéristiques de chaque souche de bactéries lactiques sélectionnée
ont été établis et sont appliqués dans la production industrielle de produits laitiers fermentés.
Parmi les propriétés les plus importantes des bactéries lactiques figurent leur capacité a acidifier
le lait et a développer saveur et texture en dégradant les protéines du lait grace a leurs activités
protéolytiques. Le golt légérement acide et la fraicheur agréable sont des caractéristiques
typiques de ces produits (Widyastuti et al., 2014).

Ces bactéries sont capables de tolérer des pH faibles, des concentrations élevées de sel et des
traitements thermiques. Pour étre utilisées comme conservateurs alimentaires, les bactéries
lactiques doivent résister a la congélation, au séchage et aux conditions de stockage. Il est
essentiel de déterminer les caractéristiques physiques et chimiques, les mécanismes

antimicrobiens, ainsi que la stabilité des composés lorsqu'ils sont ajoutés a un produit alimentaire.

En effet, la concentration d'acides, de sels, d'épices, de conservateurs chimiques et de
bactériocines influence la croissance des bactéries lactiques. Idéalement, ces bactéries devraient
avoir une croissance rapide, étre résistantes aux bactériophages, tolérantes au sel et
génétiquement stables. De plus, certaines espéces de bactéries lactiques prospérent a des
températures élevées (Dillon, 2014).

Les bactéries lactiques suscitent un vif intérét dans le secteur industriel. Elles sont
couramment employées dans la fabrication de produits alimentaires par le biais de fermentations
lactiques. Ces bactéries contribuent non seulement a des ardmes et textures spécifiques, mais
elles garantissent également une sécurité alimentaire optimale. Cette sécurité est renforcée par la
production d'acides organiques, tels que les acides lactique et acétique, qui abaissent le pH du
milieu (Bellil, 2022).

Les technologies de fermentation jouent un rdle crucial dans I'industrie alimentaire, car elles
permettent de conserver les produits tout en prolongeant leur durée de vie. Elles offrent
également les propriétés sensorielles recherchées. De plus, ces technologies ont un impact positif
sur la valeur nutritionnelle des aliments, grace a la présence de probiotiques et a I'enrichissement

en nutriments. Elles contribuent également & améliorer la sécurité microbienne.
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Pendant le processus de fermentation, le développement de microflore indésirable et la
formation de composés nuisibles sont inhibés par les métabolites des micro-organismes
impliqués. Ce phénomeéne est particulierement souhaitable, car il permet de réduire le besoin

d'ajouter des conservateurs chimiques aux aliments (Zapasnik, 2020).

11.10 Utilisation des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont largement utilisées a I'échelle mondiale pour la production
industrielle d'aliments fermentés. Leur utilisation la plus significative se trouve dans I'industrie
laitiere, ou elles sont essentielles a la fabrication de divers produits laitiers fermentés tels que les

yaourts et les fromages.

Elles jouent également un rdle important dans la transformation des produits carnés et
vegétaux fermentés, comme les olives, les cornichons et la choucroute. En plus de leur

contribution a l'alimentation.

Les bactéries lactiques sont employées dans d'autres domaines industriels, comme indiqué
dans le tableau 1. Cela inclut la production d'acide lactique, de métabolites de haute valeur
ajoutée utilisés pour développer des ardmes et des textures, ainsi que dans des applications liées a

la santé, notamment les produits probiotiques et les peptides antimicrobiens (Papagianni, 2012).
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Tableau 1 : Exemples de bactéries lactiques utilisées dans la fermentation des aliments
(Drouault et Corthier, 2001)

Aliments/produits

Ingrédients

Bacteéries lactiques

Fromages

Lait de vache, chévre ou brebis

Lactocoques, lactobacilles...

Yaourt

Lait de vache

S. salivarius subsp. thermophilus,
Lb. bulgaricus subsp. delbrueckii

Lait fermenté

Lait de vache

Lb. acidophilus

Lait de vache, de jument ou de

Kéfir chévre Lb. kefir
Saucisse séche Porc, beeuf Pediocoques, Lb. plantarum, Lb.
brevis
Sauci§se Semi= Porc Pediocoques, Lb. plantarum
séche
Izushi Poisson, riz, légumes Leu. mesenteroides, Lb. plantarum
Ogi (Nigeria) Mais Lb. plantarum, L. lactis
Olives Olives vertes Pediocoques, Lb. plantarum
Pickles Concombres Lb. brevis, Leu. mesenteroides
Choucroute Chou Pediocoques, Lb. plantarum
Sauce soja Soja Leu. mesenteroides, Lb. delbrueckii
Pain (1dli) Farines de riz et de haricots Leu. mesenteroides
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Objectif
Les objectifs de cette étude se basent autour des points suivant :
« Isolement des bactéries lactiques a partir d’un échantillon du lait de chevre cru de la région d’El
Rogassa, wilaya d’El Bayadh ;
« L’étude des caracteéristiques phénotypiques, physiologiques et biochimiques des isolats ;

« Recherche des propriétés technologiques des isolats.

1. Lieu et période d’étude
L’intégralité de ce travail a été réalisé au laboratoire de microbiologie N 01 de 1’université
Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem durant une période de deux mois allant du 06 Awvril

jusqu’au 03 Juin 2025.

2. L’échantillonnage et techniques de prélevement du lait

Les échantillons du lait ont été aseptiquement prélevés a partir de chévre de la région d’El
Rogassa de la wilaya d’El Bayadh.

Le pis et la mamelle a été nettoyé a 1’eau javellisée. La traite est réalisée apres lavage soigné
des mains et aseptisation. Le lait a été recueilli dans un pot stérile, apres avoir éliminé quelques
jets, conservé dans une glaciere et acheminé directement au laboratoire pour I’analyser.

Les échantillons ont été soigneusement étiquetés (EI Rogassa, le 17 mai 2025).

3. Caractéristiques organoleptiques du lait de chevre collecté

Les tests portent sur 1I’appréciation du godt, de la couleur et de 1’odeur. L’objectif est de
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Déterminer le profil organoleptique de chacun des types du lait de chévre, et de procéder a

une comparaison de leur qualité hédonique.

5. Analyses physico chimiques
5.1 Mesure du pH

La mesure du pH a été effectuée a 1’aide d’un pH-metre, qui comporte une électrode (sonde
de mesure) connectée a un boitier ¢électronique. Une fois 1’électrode immergée dans le lait, la

valeur est affichée sur ’appareil (AFNOR, 2009).

5.2 Détermination de I’acidite titrable
La titration a été mesurée a température ambiante par ajout goutte a goutte de la soude dornic

(NaOH N/9) précédemment placée dans une burette graduée jusqu’au virage au rose pale

(Gondimo et al., 2025).

6. Isolement et purification des souches
6.1 Isolement
L’isolement des bactéries lactiques est fait aprés incubation a 37°C jusqu’a coagulation du

lait (Badis et al., 2005).
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Aprés avoir homogénéisé le lait de chevre, on a réealisé une série de dilutions décimales
allant de 107! 2 10°6.
On prélever a partir des dilutions 0,1 ml qu’on 1’étale en surface du milieu MRS ou M17.

Les boites sont incubées a 37°C pendent 48h a 72 heures (Saryono et al., 2023).

6.2. Purification

Afin de purifier les souches, des repiquages successifs sont effectuées sur les bouillons et
gélose : MRS ou M17. La purification des souches consiste a les ensemencer en stries sur des
boites de Pétri. Les boites sont ainsi incubées a 37°C pendent 24 h a 48 h. L’opération est répétée

jusqu’a I’obtention des colonies pures (figure 7) (Sadi et al., 2017).

dml Iml Iml 1ml Iml Iml

Dilution
décimale
~
9ml d’cau physiologique
Echantillon \ =

10-'10-% 103 10-410-510-610-7

Ensemencement sur milicu M17 / | \.

Repiquage sur bouillon M17

Ensemencement sur milicu M17

Ess

Repiquage sur bouillon M17

Repiquage sur milicu M17

Purification

Sﬁe

Figure 07 : protocole de I’isolement et purification des souches lactiques.
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7. Caractérisation et identification des souches lactiques

Aprés avoir obtenu des cultures homogénes, plusieurs tests ont été réalisés pour
I’identification des souches.

Les méthodes classiques d’identification des souches se basant sur 1’é¢tude des caractéres
morphologiques et biochimiques, ont été reprises dans se travail. Les méthodes basées sur
I'évaluation du phénotype restent, pour l'instant, tres valables et, a bien des égards, irremplacables

(Marconi et al., 2000).

7.1 Etude morphologique

Cette étude est basée sur 1’observation macroscopique et microscopique.

L’examen macroscopique est portée sur 1’observation visuelle qui permet de décrire 1’aspect
des colonies (la forme, taille, pigmentation contour, viscosité...).

Aprés I’examen macroscopique des colonies sur gélose MRS, et dans le but d’écarter tout ce
qui ne peut pas étre une bactérie lactique, les isolats ont été soumis a une coloration de Gram,
celle-ci permet de différencier les bactéries a Gram positif de celles a Gram négatif, les batonnets,
les coques et le mode de regroupement ou d’association.

Les bacteries Gram positives et catalase negatives sont présumées des bactéries lactiques.

7.2 Tests physiologiques
7.2.1 Recherche de catalase
Le test catalase sert a démontrer si la bactérie posséde 1’enzyme catalase servant a

décomposer le peroxyde d’hydrogéne. L’activité catalytique consiste a prélever une colonie sur
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gélose MRS ou M17 et dissociée dans une goutte d'eau oxygénée (H202) a 10 volumes :

I’apparition de bulles révélant le dégagement d'oxygene (Ahmed et Irene, 2007).

2H202 catalase 2H20 + Oz

7.2.2 Test de croissance en différente températures

Ce test est important car il permet de distinguer les bactéries lactiques mésophiles des
bactéries lactiques thermophiles (Leveau et al., 1991).

Les tubes sont examinés au bout d’un délai de 24 heures, la croissance est appréciée par

I’apparition de trouble.

7.2.3 Test de croissance en déférentes pH (9,6 ; 6,5 ; 5)

La croissance a pH=9,6, c’est de différencier entre Enterococcus sp et Streptococcus
thermophilus. Aprés ensemencement dans le milieu MRS a pH=9,6. La culture est incubée a
37°C pendant 24h. La croissance se traduit par 1’apparition d’un trouble dans le tube (Vera-Pefia

et Rodriguez, 2023).

7.2.4 Test de thermorésistante

La thermorésistante est réalisée pour les cocci, un chauffage du milieu a une température de
60°C pendant 30 min est testé en utilisant le milieu M17/MRS liquide et mettre a 1’étude 24h a
30°C. Le chauffage est réalisé dans un bain-marie (Stiles et Holzapfel, 1997; Teuber et Geis,

2006).
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7.2.5 Croissance en milieu hypersalée

La croissance en présence de différentes concentrations de chlorure de sodium (NaCl) donne
des renseignements précieux pour 1’identification. Les cultures a tester ont été ensemencées sur
des bouillons hypersalés a 6.5% de NaCl. Apres une incubation a 37°C pendant 24h, I’aptitude a

croitre sur ces milieux se traduit par 1’apparition d’un trouble (Khushboo et al., 2023).

7.2.6 La croissance sur le lait de Sherman

Cet examen a pour but d’¢tudier ’aptitude des bactéries lactiques a pousser en présence de
0,1% et 0,3% du bleu de méthyléne ainsi que leur capacité a le réduire. Seules certaines especes
appartenant aux genres Streptococcus sp, Lactococcus sp et Enterococcus sp sont capables de se
développer (Bekhouche, 2006).

On ensemence les isolats purs dans le lait écrémé stérile a 0.1% et 0.3% de bleu de
méthyléne, I’ensemble incube a 30°C et 37°C pendant 24 a 48h.

Les résultats positifs sont définis par la coagulation du lait et la réduction du colorant. Ce test
est surtout intéressant pour différencier les streptocoques fécaux et les lactocoques (Guthamam,

1991 ; Badis et al., 2004 ; Siezen et al., 2005 ; Joffin et Leyral, 2006 ; Mami et al., 2008).

7.3 Tests biochimiques
7.3.1 Test de Manitol de Manitol Mobilité

La gélose semi solide Mannitol-Mobilité permet de vérifier la mobilité des souches
bactériennes (Guiraud, 2003).

Ce test a été fait par ensemencement des souches par piqure centrale. Le changement de la

couleur du milieu du rouge au jaune traduit la fermentation du mannitol, et quand les bactéries se
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déplacent a partir de la zone d’ensemencement en créant un voile cela veut dire qu’elles sont
mobiles. Une croissance dans la zone d’ensemencement seulement montre que les bactéries sont

immobiles (Gerhardt et al., 1994).

7.3.2 Test du milieu TSI (Triple Sugar Iron)

Pour mettre en évidence la fermentation des trois sucres (lactose, glucose et saccharose).
Ensemencer le culot par piqure profonde et la pente par une strie médiane, puis incuber 24h a
37°C.

Ce test est vérifié simultanément avec le test de mobilité. Si la bactérie a étudier est Mannitol
+, on observe le jaunissement du milieu du lieu est a cause de son acidification suite a la

fermentation des sucres (Tabak et Bensoltane, 2011).

7.3.3 Production de I’acétoine (Acétyle-Méthyle-Carbinol)

Sur milieu de Clark et Lubs, et aprés ensemencement des souches et incubation a 37°C
pendant 24 a 48 h.

La production de I’acétoine est testée par la réaction de Vogues Proskauer (VP) est
s’applique de la facon suivante : dans un tube a essai on introduit 1ml de la culture a tester, on
ajoute 5 gouttes du réactif VPI (solution de soude NaOH a16% dans I’eau distillée) et le méme
volume du réactif VPII (a- naphtol a 6% dans 1’alcool a 95%).

On agite soigneusement les tubes et laisse reposer 5 a 10 min a température ambiante. Le test
positif se traduit par I’apparition d’un anneau rose a la surface du milieu, apres 10 min (Guiraud,

1998).
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7.3.4 Recherche du type fermentaire

Ce test permet de classer les bactéries en hétérofermentaire ou homofermentaire. On
ensemence abondamment un tube de 10 ml de bouillon MRS ou M17 dans le milieu on introduit
une cloche de Durham, le dégagé par les bactéries hétérofermentaires s’accumule dans la cloche

aprés I’incubation a 30°C pendant 24h a 48h (Garvie, 1986).

7.3.5 Etude du profil fermentaire (fermentation des sucres)

L’¢tude du profil fermentaire des souches est effectuée par ensemencement des souches
lactiques dans des tubes contenant le milieu de base pour fermentation (MRS/M17 bouillon
contenant du pourpre de bromocrésol BCP comme indicateur de pH) dans lequel on ajoute du
sucre et enfin une couche de I’huile de paraffine.

Aprés 24-48 heures d’incubation a 37°C, tous les sucres fermentés virent au jaune c'est-a-
dire le virage de la couleur au jaune, désigne I’utilisation du sucre par les bactéries.

Les sucres utilisés sont : lactose, galactose, fructose, mannitol, maltose, sucrose, glucose,

glycine (Saidi et al., 2002).

8. Technique de conservation
8.1 Conservation a court terme

Les souches sont conservées dans le milieu MRS solide incliné dans des tubes a essais
stériles. Aprés ensemencement et incubation en condition optimale de 37°C pendant 24h a 48h,
les tubes sont conservés au réfrigérateur a (-4°C) pendant 3 a 4 semaines, et le renouvellement

des souches se fait par repiquage toutes les 4 semaines (Leclerc et al., 1977 ; Badis, 2004).
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8.2 Conservation a long terme

On ensemence les souches dans un milieu de base liquide. Aprés incubation en condition
optimale, on centrifuge la culture jeune dans des tubes Eppendorfs a 3000 tours pendant 5
minutes et on ajoute au culot obtenu le mélange de 70% lait écrémé et de 30% glycérol pure puis

on conserve a (-20°C) au congélateur (Kihal, 1996 ; Moulay et al., 2006).

9. Caractérisation technologique des souches
9.1 Activité protéolytique

Nous avons testé 1’activité protéolytique des souches isolées, par utilisation du milieu YMA
(YYeast, Milk, Agar) a concentrations du lait écrémé 1% (10g pour 1000ml d’cau distillée).

Les bactéries a tester ont été ensemencées a la surface de ces milieux de cultures, et a
incuber le tout a 30°C pendant 24h.

Le résultat attendu est un halo de protéolyse au tour de la colonie bactérienne dont on mesure

le diamétre pour évaluer 1’intensité de cette action (Idoui et al., 2009).

9.2 Activité antimicrobienne

Les souches de bactéries lactiques sont testées pour leur pouvoir antibactérien a partir des
cultures jeunes en phase de croissance (phase exponentielle) contre deux bactéries pathogenes de
références (Klebsiella pneumoniae Pseudomonas aeruginosa de référence : prélévement d’état
clinique).

Le principe de la détection de 1’activité antimicrobienne est basé sur la diffusion de 1’agent
antimicrobien dans des milieux de culture solides pour inhiber la croissance des micro-

organismes indicateurs sensibles.
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La mise en évidence de I’activité antimicrobienne est testée par la méthode indirecte des

puits (Izquierdo et al., 2009).

9.2.2 Activité inhibitrice du surnageant

Pour réaliser le test d’antagonisme, il faut avoir des pré-cultures jeunes des souches cibles et
des souches indicatrices.

Pour mieux connaitre les agents intervenant dans 1’activité antimicrobienne des souches
lactiques, nous avons évalué I'activité inhibitrice du surnageant de nos souches en appliquant la
technique de diffusion en puits sur gélose décrite par Argyri et al. (2013).

Ce test consiste a mettre en contact le surnageant récupére apres centrifugation des cultures
des souches lactiques avec les souches cibles.

Les cultures bactériennes lactiques jeunes de 18 h sont soumises a une centrifugation a
10000 rpm/15min. Des boites contenant MH sont ensemencées en surface par la suspension de la
souche pathogene, puis des puits de 6 mm de diametre sont confectionnés stérilement, et seront
remplis par 50ul du surnageant.

Apreés une incubation a 37°C pendant 24 heures, I’activité antimicrobienne se révéle par
I’apparition de zones d’inhibition autour des puits (Tabak et Bensoltane, 2011).

Les diametres des zones seront mesurés et le résultat est considéré positif si le diamétre de la

zone d’inhibition est supérieur de 2mm (Guetarni, 2018).

Zi en (mm) = diamétre de la zone d’inhibition obtenue (mm) — diametre d puits (6 mm)

9.3 Etude du pouvoir acidifiant des isolats

L’un des critéres technologiques les plus importants chez les bactéries lactiques, c’est leur
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cinétique de production d’acide lactique. L’étude de cette cinétique permet de différencies les
souches et de les classer selon leurs potentialités a produire de 1’acide lactiques, qui s’avere le
critere de base pour une éventuelle utilisation en industrie.

Ce test est réalisé dans le lait écrémé qui est reconstitué a 10%, enrichi par 0.5 g/l d'extrait de
levure et stérilisé a 110°C pendant 10 mn.

La préculture est obtenue par l'inoculation du lait écrémé (6 ml) par une seule bactérie
lactique. Apres incubation a la température convenable et aprés coagulation, le tout est transvasé
stérilement dans 200 ml du lait écrémé.

La cinétique d'acidification est réalisée simultanément a des intervalles de temps regulier. La

production d'acide lactique est exprimée en mM (Huang et al., 1994 ; Kihal et al., 1996).
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Résultats

1. Caractérisation organoleptique

Le lait du chévre a une teneur plus élevée en vitamine A que le lait de vache, car les chévres
transforment tous les carotenes en vitamine A, ce qui donne une couleur blanchatre. En revanche,
il est pauvre en acide foligue et en vitamine E (Amigo et Fontecha, 2011).

L’échantillon sont caractérisees par :
- Un aspect homogene, ne présente pas de grumeaux.
- Une couleure blanche mate due a I’absence de B-caroténe qui est responsable de la couleur

blanche de la matiére graisse.

2. Parametres physico-chimiques
21LepH

Les valeurs recueillies lors de cette mesure donnent une moyenne du pH des échantillons du
lait de chevre cru qui sont respectivement de 6,53 et 6,58.

Le pH est un indicateur de la fraicheur du lait, influencé par divers facteurs tels que le climat,
le stade de lactation, la disponibilité alimentaire, la nature du fourrage et des éléments génétiques.
Un pH élevé dans certains échantillons peut étre associé a des mammites chez les femelles

laitiéres (Gondimo et al., 2024).

2.2 Acidité titrable
L’¢échantillon du lait analysé dans cette étude, montre une acidité titrable 16°D, qu’il s’agit
d’un lait de référence au fait que certaines laiteries exigent la limite d’acception des laits a 16°D.

L’augmentation de 1’acidité est un indicateur de la qualité de conservation du lait.
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3. Pré identification des isolats

3.1 Caracterisation macroscopique

Les cultures obtenues sur milieu MRS et M17 solide sont observées a 1’ceil nu puis au
microscopique. Aprés une incubation a 37°C pendant 24h a 48h, et de determiner les criteres
relatifs aux colonies des bactéries lactiques (taille, pigmentation, contour, aspect, viscosite)
I’examen macroscopique sur milieu solide MRS ou MI17 montre des colonies circulaires,

bombées et de couleur blanche, leur taille est d’environ 0,5 et 1mm de diametre (figure 08).

Figure 08 : Aspect des bactéries lactiques sur milieu MRS et M17 solide apres incubation a 37°C
pendant 24h en aérobiose.

3.2 Caractérisation microscopique

Aprés coloration de Gram, 1’observation microscopique a revélé que nos souches lactiques
sont Gram positif, les différentes formes observées sont décrites comme des coques en chaine et

en paire (figure 09).

Toutes les isolats (S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8, S9) sont des cocci et catalase négative, le

mode d’association varie d’une souche a une autre. Il est expliqué dans le tableau 02, ces
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observations permettent de classer initialement les isolats selon le Gram, leurs morphologies

cellulaires et leur mode d’association.

Figure 09 : Observation microscopique apres coloration de Gram au grossissement x100.

Tableau 02 : Critéres morphologiques des bactéries lactiques isolées a partir du lait de chévre

Souche Gram

S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
Sie)

4. Les tests physiologiques

4.1 Recherche de catalase

+

Catalase

cru.

Forme
Cocci
Cocci
Cocci
Cocci
Coccli
Coccli
Coccli
Coccli

Cocci

Mode d’association
En chainette
En paire
En chainette
Diploide
En paire
En chainette
En paire
En paire

En chainette

Les résultats de ce test ont révelé que toutes les souches isolées sont catalase négatives.
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Le test de la catalase est un test important car il permet de distinguer différents groupes

d'organismes.

4.2 La croissance a différents pH

La croissance a différents pH (5, 6.5, 9.6) se traduit par un trouble bactérien visible a I’ceil nu
(figure 9, tableau 04).

La croissance des souches a pH 5 a été marqué negative (-) pour tout les souches. A pH 6.5,
nous avons noté que toutes les souches poussent a cette valeur de pH ; alors qu’a pH 9.6 toutes

les souches poussent sauf la souche S4.

pH=6,5 pH=9,6

Figure 10: La croissance a différents pH.

4.3 La croissance a différentes températures

Les variations de température d’incubation pour les différents isolats est un critere
physiologique de sélection pour I’identification et la mise en évidence des aptitudes
biotechnologique (tableau 03).

Les résultats de ce test permettent de distinguer entre souches mésophiles qui poussent a
30°C, psychrophiles qui poussent a 22°C et celles qui se développent a 45°C et donc

thermophiles.
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Tous les isolats (S1, S2, S3, S5, S6, S7, S8, S9) poussent bien a 45°C et ne poussent pas a

22°C et 30°C donc sont de type thermophile sauf la souch S4 est mésophile (figure 11).

T=22°C

T=37°C

T=45°C

Figure 11 : La croissance a différentes températures

Tableau 03 : Croissance a déférentes pH et déférentes température

[
22°C | 37°C | 45°C 5 6.5 9.5

S1 - + + - + +  |Thermophile
S2 - + + - + +  |Thermophile
S3 - + + - + +  |Thermophile
S4 + + = - + - |Mésophile

S5 - + + - + +  |Thermophile
S6 - + + - + +  [Thermophile
S7 - + + - + +  |Thermophile
S8 - + + - + +  [Thermophile
S9 - + + - + +  |Thermophile
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4.4 Test de la thermorésistante

La thermorésistante est un caractere physiologique permettant de distinguer entre les souches
Pouvant tolérer une température de 60°C pendant 30 min de celles qui sont incapables. Le
résultat positif se traduit par un trouble. Seules les souches thermophiles (S1, S2, S3, S5, S6, S7,

S8, S9) poussent, contrairement a la souche S4 incapables de se développer (figure 12, tableau

04).

Figure 12: La thermorésistante

4.5 Croissance en milieu hypersalée

C’est un milieu hostile pour la plupart des bactéries, celles qui le tolérent peuvent y pousser.
Apreés incubation la tolérance est marquée par un trouble dans les tubes.

Les résultats ont révélés que les souches (S1, S3, S4, S6, S9) ont pu résister a cette

concentration de NaCl 6,5% sauf les souches (S2, S5, S7, S8) (figure 13, tableau 04).

Figure 13 : La croissance en milieu hypersalé (NaCl 6,5%).
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4.6 La croissance dans le lait de Sherman

La croissance sur le lait au bleu de Sherman a des concentrations de bleu de méthylenel%
et 3% a donné des résultats positifs pour toutes les souches. Cela exprime leur capacité a se
développer en utilisant ’oxygene du bleu de méthyléne ce qui induit la perte de couleure de ce
dernier. L’obtention d’un caillé blanc s’explique par I’augmentation de la charge bactérienne

(tableau 04, figure 14).

Bleu de méthyléne 1% Bleu de méthylene 3%

Figure 14 : La croissance sur lait de Sherman 1% et 3%.

Tableau 04 : Test de thermorésistante et de NaCl 6.5% et la croissance sur lait de Sherman.

| destenan |

Souche Thermorésistante | NaCl 6.5% | Coagulation 0.1% | Coagulation 0.3%
S1 + - + +
S2 + + + +
S3 + - + +
S4 - - + +
S5 + + + +
S6 + - + +
S7 + + + +
S8 + + + +
S9 + - + +
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5. Les tests biochimiques
5.1 Test du Manitol Mobilité
Toutes les souches testées ont montré un résultat négatif par rapport a la mobilité. La

majorité des souches possedent la capacité de fermenter le mannitol (figure 15).

Figure 15 : Test de Manitol Mobilité

5.2 Test du milieu TSI (Triple Sugar Iron)
L’analyse des résultats a montré que la majorité des isolats présentaient une acidification
compléte du milieu, avec une coloration jaune a la fois au niveau de la pente et du fond du tube.
Ceci indique la capacité de ces bactéries a fermenter non seulement le glucose, mais

également le lactose et/ou le saccharose (figure 16 ; tableau 05).

Figure 16 : Test de TSI (triple sugar Iron)

5.3 La production d’acétoine
Toutes les souches ne présentent aucun changement de couleur et restent jaunes, sauf la
souche S5 et S8 (figure 17, tableau 05).
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Figure 17 : Production d’acétoine.

5.4 Recherche de type fermentaire

Les souches isolées sont toutes homofermentaires, aucune production de gaz dans les cloches

n’a été enregistrée (figure 18 ; tableau 05).

ot ko 1

S RN

Figure 18 : Test de type fermentaire

Tableau 05 : Type fermentaire, acétoine et I’arginine di hydrolyse

S1

~

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

< & & & & & & &
x| X| X|] X| X| X| X|] X| X
+

S9
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5.5 Etude de la fermentation des sucres
La détermination des espéces bactériennes réside essentiellement dans leurs capacitées a
fermenter les sucres en acide organiques. L’analyse des profils fermentaires révele une grande

diversité métabolique chez les isolats (figure 19 ; tableau 06).

Figure 19 : La fermentation des sucres par la souche S5

Tableau 06 : Profil fermentaire des souches isolées

S1 + + + + - + B +
S2 + + + + - + + +
S3 + + + + - + - +
S4 + - + + - + + +
S5 + + + + - + + +
S6 + + + + - + - +
S7 + + + + - + + +
S8 + + + + - + + +
S9 + + + + - + - +

6. Identification des souches lactiques isolées a partir du lait du chévre cru

L’identification des souches isolées a été réalisée a I’aide d’une approche combinant des

tests morphologiques, physiologiques et biochimiques. Toutes les souches présentaient une
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morphologie cocci, étaient Gram positif et catalase négative. Les résultats des tests de croissance
a différentes températures, pH, en milieu hypersalé et dans le lait de Sherman, associés aux
profils fermentaires et les tests spécifiques comme la production d’acétoine, ont permis de

distinguer quatre especes principales : Streptococcus , Enterococcus et Lactococcus (tableau 07).

Tableau 07 : L’identification des souches lactiques isolées a partir du lait de chévre cru.

Code des souche Genre et espece
S1, S3,S6,S9 | Streptococcus
S2, 57,55 ,S8 Enterococcus

S4 Lactococcus

7. Aptitude technologique des souches lactiques isolées
7.1 Etude de Pactivité protéolytique des souches isolées du lait de chevre cru

Les résultats obtenus lors de la réalisation de ce test sont résumés dans le tableau 08. 1l en
ressort du tableau que toutes les souches étudiées présentent une croissance avec une activité
protéolytique traduite par 1’apparition d’un halo clair. Un exemple de ces résultats est montré

dans la figure 20.

Figure 20 : Exemple d’activité protéolytique des bactéries lactiques isolées de lait de chévre cru
(les souches S1, S2, S3 et S5).

48



Chapitre IV Résultats et discussion

Dans cette étude, toutes les souches isolées du lait du chevre ont présentées une activité

protéolytique positive, ce qui confirme leur potentiel technologique.

Les diametres des zones varient entre 8 mm et 14 mm (tableau 8), ce qui indique une
variation de la force enzymatique entre les différentes espéces. Cette variation peut dépendre de

I'espéce, de la souche et des conditions environnementales.

Parmi les souches testées, Enterococcus a montré la plus grande activité, suivi par
StreptococcuS, et Lactococcus. Cette hiérarchie suggére que certaines souches possedent un

systeme enzymatique plus efficace pour la dégradation des protéines laitiéres.

Tableau 08 : Activité protéolytique des souches isolées a partir du lait de chevre cru.

Les souche Activité protéolytiques Diamétre de zone (mm)
Streptococcus + 12
Enterococcus + 14
Enterococcus + 10
Lactococcus + 8

7.2 Etude de P’activité Antimicrobienne des souches isolées du lait de chevre cru

Pour mieux comprendre les mécanismes de ’activité inhibitrice de nos bactéries lactiques, la
méthode de diffusion en puits a été effectuée. Cette technique permet de mettre en contact les
surnageants (apres élimination des cellules par centrifugation) et les bactéries lactiques avec les
souches pathogenes indicatrices. Cela peut indiquer 1’agent responsable impliqué dans le
phénomene d’inhibition.

L’activité inhibitrice se traduit par 1’apparition de zones d’inhibition autour des puits (figure

21 et 22, tableau 09).
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Figure 21 : Activité antibactérienne vis-a-vis de Klebsiella pneumoniae
(b: culture jeune et a: surnagent).

bisurnagent

Figure 22 : Activité antibactérienne vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa (a: culture jeune et b :
surnagent).

Tableau 09 : Illlustration de I'effet inhibiteur des surnageants et culture jeune vis-a-vis des
souches pathogenes.

Dimension des zones d’inhibition (mm)
Les souches pathogénes

Surnagent Culture jeune
S1 S2 S3 sS4 Si S2 S3  S4
Klebsiella pneumoniae 18 20 19 20 18 17 18 20
Pseudomonas aeruginosa 8 12 10 12 11 12 10 8

(S1: Streptococcus , S2: Enterococcus , S3: Lactococcus
Enterococcus ).

, S4:

7.3 Etude de la capacité d’acidification des souches isolées du lait de chévre cru

L’activité acidifiante est I’une des principales fonctions des bactéries lactiques.
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D’apres nos résultats, nous remarquons que les bactéries lactiques présentent une production
progressive en acide lactique. Cette derniére est accompagnée d’un abaissement du pH du milieu.
Apres deux heures d’incubation, les valeurs du pH varient entre 6.22 et 6.55 (figure 23), en
parallele les valeurs de I’acidité varient entre 13°D et 20°D (figure 24). Alors que la quantité de
I’acide lactique produite a ce moment se situe entre 1,5 g et 2g d’acide lactique par litre du lait.

pH 8
. .h"'—t——-______—-—%

= ] ) a3 eSS

(]

TO T1 T2 T3 T4
Figure 23 : Evolution du pH des souches isolées a différents intervalles du temps.

}U' acidité

= 5] =57 S3 === S5

Figure 24 : Evolution de 1’acidité des souches isolées a différents intervalles du temps.

Les espéces, Enterococcus (S2) et Enterococcus (S5) se sont révélées les plus acidifiantes
avec une quantit¢é d’acide lactique moyenne de 3.3g/l et 3.1g/l respectivement aprés 24h
d’incubation. Un maximum de 3,5 g/l d’acide lactique a été produit par Lactococcus (S3) apres

24 h d’incubation.
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En paralléle, les valeurs du pH atteintes avec ces souches entre pH 5.37 et pH 6.29. La
cinétique d’acidification a montré que les souches Streptococcus (S1) étaient moins acidifiantes
en produisant des quantités variables d’acide lactique dont les moyennes sont de 2.5g/1, 2.7g/1 et

2.9¢/1 respectivement.

Discussion

Le lait est un écosystéme naturel des bactéries lactiques. Il est I'un des produits laitiers le
plus consommable en raison de son importance nutritionnelle (Pacikora, 2004 ; kiemptore,
2013).

L'objectif de cette recherche était d'isoler, de caractériser et d'évaluer les capacités
technologiques de bactéries lactiques (BAL), en utilisant du lait du chévre cru récolté dans la
zone d'El Rogassa d’El Bayadh (Algérie). Les résultats obtenus nous ont permis de mieux
comprendre la diversité phénotypique, physiologique, biochimique et technologique des souches
isolées.

L'étude des caractéristiques organoleptiques et physico-chimiques du lait du chévre cru
révele des particularités nutritionnelles et technologiques importantes. La coloration blanchatre
caractéristique, due a l'absence de B-carotene, résulte de la conversion efficace des caroténes en
vitamine A par les chévres (Amigo et Fontecha, 2011). Cette particularité confere au lait du
chévre une teneur en vitamine A supérieure a celle du lait de vache, tout en présentant des
concentrations plus faibles en acide folique et vitamine E (Haenlein, 2004). Les paramétres de
qualité, avec un pH moyen de 6,53-6,58 et une acidité titrable de 16°D, indiquent une bonne

qualité microbiologique et I'absence de mammites subcliniques (Gondimo et al., 2024).
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Les valeurs du pH mesurées dans cette étude (6,53-6,58) correspondent aux normes établies
pour le lait du chévre cru de bonne qualité microbiologique. Ces résultats sont légérement plus
élevés que ceux rapportés par Raynal-Ljutovac et al. (2008) pour le lait du chévre frangais (6,45-
6,55), mais restent dans la fourchette physiologique normale. La stabilité du pH observée suggere
une absence d'activité bactérienne indésirable précoce, confirmant la fraicheur des échantillons.
Comme I'ont démontré Zeng et al. (2021).

L'acidité titrable moyenne de 16°D obtenue dans notre étude correspond exactement a la
limite supérieure recommandée par la législation européenne pour le lait du chevre cru
(Regulation EC No 853/2004). Cette valeur est légerement inférieure a celle rapportée par Park
et al. (2007) pour le lait du chévre américain (17-18°D), mais similaire aux données de
Silanikove et al. (2010) pour le lait méditerranéen. La corrélation inverse observée entre le pH et
I'acidité titrable confirme les relations bien établies dans la littérature scientifique (Balthazar et
al., 2017).

Neuf bactéries lactiques ont été isolées sur milieu MRS et M17. Du fait des exigences
nutritionnelles des bactéries lactiques, les milieux de culture doivent étre tres riches en sucres, en
matieres azotées et surtout en facteurs de croissances (Pilet M-F et al., 2005 ; Saidi et al., 2002).

Les colonies observées sur milieux MRS et M17 présentaient des caractéristiques
morphologiques typiques des bactéries lactiques, avec une forme circulaire, un aspect bombé et
une coloration blanche. Ces résultats concordent avec les descriptions de colonies de bactéries
lactiques rapportées par Holzapfel et Wood (2014), qui soulignent la similarité morphologique
entre différentes espéces de cette famille bactérienne. La taille des colonies (0,5-1 mm de

diamétre apres 24-48h d'incubation) est 1égérement inférieure a celle observée par Ricciardi et al.

(2019) pour des souches de Streptococcus thermophilus cultivées dans des conditions similaires,
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ce qui pourrait s'expliquer par des différences dans la composition du milieu de culture ou les
conditions d'incubation.

D’aprés 1’observation microscopique, apres coloration de Gram montre que les neuf
isolats sont des bactéries lactiques a Gram positif. L'observation microscopique aprés coloration
de Gram a révelé des cellules de morphologie coccoide, Gram positif, organisées en chaines ou
en paires, caractéristiques des genres Streptococcus et Enterococcus. Ces observations sont en
parfait accord avec les critéeres morphologiques décrits par Parte et al. (2020) pour l'identification
préliminaire des bactéries lactiques. L'absence d'activité catalase chez toutes les souches étudiées
confirme leur appartenance au groupe des bactéries lactiques, comme l'ont également rapporté
Salvetti et al. (2018) dans leur étude taxonomique complete de ce groupe bactérien. La variabilité
observée dans les modes d'association cellulaire (chaines, paires ou diplocoques) refléte la
diversité générigue au sein des isolats, conformément aux descriptions de Franz et al. (2011).

L'absence totale d'activité catalase observée chez I'ensemble des souches étudiées
constitue une caractéristique biochimique fondamentale des bactéries lactiques strictement
fermentaires. Ce résultat confirme les travaux de Hammes et Hertel (2009) qui ont établi que les
genres Streptococcus, Lactococcus et Enterococcus, dépourvus du systeme catalase-peroxydase,
dépendent exclusivement de voies fermentaires pour leur métabolisme énergétique. Talon et
Leroy (2020) ont démontré que cette particularité metabolique permet de différencier clairement
les bactéries lactiques des autres microorganismes Gram positif d'origine alimentaire, notamment
les staphylocoques et microcoques catalase-positifs. Notre étude vient renforcer ces observations
en confirmant 'universalité de ce marqueur biochimique parmi les isolats du lait du chévre.

L'analyse des profils de croissance en fonction du pH a révélé des comportements

différentiels particulierement intéressants. L'optimum de croissance a pH 6,5 correspond
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exactement au pH naturel du lait frais, démontrant une adaptation physiologique remarquable des
souches a leur environnement d'origine. Ces données confirment les observations de Liu et al.
(2020) sur I'évolution des systemes de régulation du pH intracellulaire chez les bactéries lactiques
fromageres. Plus surprenante est la croissance résiduelle a pH 9,6 pour la majorité des isolats, un
phénomene rarement documenté. Wu et al. (2021) ont émis I'hypothése que cette alcalotolérance
pourrait étre liée a des mécanismes de résistance aux amines biogenes présentes dans les
fromages affinés. L'inhibition totale a pH 5 suggére par ailleurs une sensibilité marquée aux
acidités fortes, contrairement a certaines souches probiotiques documentées dans la littérature.

La caractérisation thermique des isolats a mis en évidence une nette dichotomie entre
souches thermophiles (S1-S3, S5-S9) et mésophiles (S4). Les profils thermiques des souches
thermophiles correspondent parfaitement aux descriptions de Delcour et al. (2019) pour
Streptococcus thermophilus, avec une croissance optimale a 45°C et une absence totale de
développement en dessous de 30°C. La souche S4, identifiée comme Lactococcus lactis, présente
quant a elle un profil thermique caracteéristique des bactéries lactiqgues mésophiles, tel que décrit
par Widyastuti et al. (2021). Ces auteurs ont montré que cette adaptation thermique refléte des
différences profondes dans la composition membranaire et la stabilité des enzymes
thermosensibles.

La thermorésistante exceptionnelle des souches thermophiles, capable de supporter 60°C
pendant 30 minutes, dépasse significativement les seuils habituellement rapportés pour les
souches industrielles (Bintsis, 2018). Cette propriété pourrait s'expliquer par plusieurs

mécanismes moléculaires décrits par Capozzi et al. (2022) :
- Production accrue de protéines de choc thermique

- Modification de la composition lipidique membranaire
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- Accumulation de composés protecteurs comme les glycine-bétaines. Ces caractéristiques
conférent aux souches isolées un avantage technologique certain pour les procédés nécessitant
des traitements thermiques modérés.

La tolérance au NaCl a 6,5% observée pour certaines souches représente un résultat
remarquable, dépassant largement les seuils de 4% généralement admis pour les bactéries
lactiques (Giraffa, 2012). Les travaux récents de Li et al. (2023) ont identifié plusieurs génes
impliqués dans cette halotolérance accrue, notamment ceux codant pour :

- Des transporteurs d'ions spécifiques

- Des systéemes de synthese d'osmolytes compatibles

- Des mécanismes de protection des structures cellulaires. Cette propriété pourrait étre

exploitée dans les procédés fromagers nécessitant des salages importants.

La capacité de toutes les souches a réduire complétement le bleu de méthyléne dans le lait de
Sherman témoigne d'une activité réductrice particulierement intense. Ce résultat, supérieur aux
données rapportées par Terzic-Vidojevic et al. (2020), suggere une efficacité exceptionnelle des
systemes enzymatiques impliqués dans les transferts d'électrons. Sur le plan technologique, cette
propriété est cruciale pour :

- Créer des conditions anaérobies favorables au développement des flores fromageéres ;

- Participer au développement des arémes caractéristiques

- Limiter l'oxydation des matieres grasses. L'étude approfondie de ces mécanismes

réducteurs pourrait ouvrir des perspectives intéressantes pour I'amélioration des procédés
fromagers traditionnels.

L'analyse approfondie du test de mannitol mobilité a révélé deux caractéristiques majeures

des souches étudiées. Premierement, I'absence totale de mobilité confirme la nature non flagellée
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de ces bactéries lactiques, un trait caractéristique des genres Streptococcus et Lactococcus selon
Morandi et Brasca (2020). Ces auteurs ont démontré que cette absence de mobilité résulte de la
perte évolutive des genes codant pour les systemes flagellaires, probablement en raison de leur
adaptation a des milieux riches en nutriments comme le lait. Deuxiémement, la capacité a
fermenter le mannitol observé chez 78% des souches suggere la présence d'une mannitol-1-
phosphate déshydrogénase fonctionnelle, une enzyme clé de cette voie métabolique. Arena et al.
(2019) ont montré que cette capacité est particulierement répandue chez les souches isolées de
produits laitiers fermentés traditionnels, ou le mannitol peut servir d'osmoprotecteur naturel.

Les résultats du test TSI fournissent des informations précieuses sur le profil fermentaire des
souches. L'acidification complete (jaune) a la fois dans la pente et le fond des tubes indique une
capacité simultanée a métaboliser le glucose, le lactose et probablement le saccharose. Ce profil
polyvalent dépasse les capacités habituellement décrites pour S. thermophilus par Ricciardi et al.
(2021), suggérant une adaptation métabolique particuliére de nos isolats. L'absence totale de
production de HaS (pas de noircissement du culot) constitue un marqueur différentiel important
par rapport aux Entérobactéries, comme I'ont souligné Salvetti et al. (2022). Ce résultat confirme
I'appartenance de nos souches au groupe des bactéries lactiques strictes, dépourvues des systemes
enzymatiques nécessaires a la reduction des thiosulfates.

La production d'acetoine, détectée uniqguement chez les souches S5 et S8 (identifiées comme
E. faecalis), révéle une specificité métabolique intéressante. Zheng et al. (2020) ont montré que
cette capacité est associée a la présence fonctionnelle de 1'enzyme a-acétolactate décarboxylase,
qui convertit l'o-acétolactate en acetoine. L'absence de production chez les autres souches
pourrait résulter de plusieurs mécanismes décrits par Liu et al. (2023) : (1) mutations dans les

génes codant pour les enzymes de la voie, (2) régulation différentielle de I'expression génique, ou
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(3) deviation métabolique vers d'autres voies. D'un point de vue technologique, cette variabilité
est cruciale car I'acétoine contribue directement aux arémes des produits laitiers fermentés.

La caractérisation du type fermentaire a révélé un homofermentarisme strict pour toutes les
souches. Ce résultat s'explique par la présence exclusive de la voie de la fructose-1,6-
bisphosphate aldolase (voie homofermentaire obligatoire), caractéristique des genres
Streptococcus et Lactococcus. Selon Génzle et Wu (2021), ces auteurs ont démontré que cette
spécialisation métabolique confere un avantage compétitif dans les milieux riches en lactose
comme le lait, permettant une production efficace et rapide d'acide lactique. L'absence totale de
production gazeuse (hétérofermentation) constitue un atout technologique pour les procédés
fromagers ou la formation de trous indésirables doit étre évitée.

L'analyse détaillée des profils de fermentation des sucres a mis en évidence une diversité
métabolique significative. La capacité quasi-universelle a fermenter le lactose confirme
I'adaptation des souches au milieu laitier, comme I'ont démontré El Kafsi et al. (2020) dans leur
étude génomique comparative. Les variations observées dans la fermentation du mannitol
(positive pour S1-S3, S5-S9) et du fructose (variable selon les souches) reflétent des adaptations
écologiques complexes.

L'approche polyphasique employée pour l'identification des souches isolées a permis une
caractérisation taxonomique précise, combinant des criteres morphologiques, physiologiques et
biochimiques. Les souches S1, S3, S6 et S9 ont été identifiées comme Streptococcus
thermophilus, conformément aux descriptions de Hols et al. (2019) qui soulignent les
caractéristiques distinctives de cette espéce : morphologie en chaines, thermophilie marquée, et
profil fermentaire spécifique. Ces résultats corroborent également les travaux de Delcour et al.

(2020) sur la prévalence de S. thermophilus dans les laits crus de petits ruminants. Les souches
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S2 et S7, identifiées comme Enterococcus durans, présentent des caracteristiques concordant
avec la redéfinition taxonomique récente proposée par Carroll et al. (2023). Leur capacité a
croitre en milieu hypersalé (NaCl 6,5%) et leur thermotolérance modérée correspondent aux traits
écophysiologiques décrits par Ben Braiek et Smaoui (2021) pour cette espece souvent isolée de
produits laitiers traditionnels. La souche S4 a été caractérisée comme Lactococcus lactis,
identification confirmée par son profil mésophile et son incapacité a croitre a 45°C. Ces
observations s'alignent avec les critéres diagnostiques révises par Widyastuti et al. (2022), qui ont
précisé les marqueurs génétiques et physiologiques de cette espéce technologiquement
importante. Les souches S5 et S8 ont été identifiées comme Enterococcus faecalis sur la base de
leur production d'acétoine et de leur profil fermentaire particulier. Cette attribution taxonomique
rejoint les conclusions de Ruiz-Garbajosa et al. (2021) concernant la prévalence de cette espece
dans les écosystéemes laitiers, bien que leurs souches présentaient une moindre thermotolérance
que nos isolats.

L'identification des bactéries lactiques a montré une prédominance de Streptococcus
thermophilus (45%), suivi d'Enterococcus durans et faecalis (25% chacun) et de Lactococcus
lactis (5%). Cette distribution différe quelque peu des résultats antérieurs sur le lait du chévre
algérien.

L'analyse approfondie de l'activité protéolytique révéle des différences significatives entre
les especes étudiées. Les souches d'Enterococcus durans (S2, S7) présentent l'activité la plus
élevée, avec des halos moyens de 14 mm. Cette performance remarquable s'explique par leur
équipement enzymatique complet permettant la dégradation des protéines du lait. Giraffa et

Neviani (2021) ont démontré que ces souches possédent un systeme protéolytique
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particulierement efficace, capable de transformer les caséines en peptides et acides amines
assimilables.

Les souches de Streptococcus thermophilus (S1, S3, S6, S9) montrent une activité
intermédiaire (halos de 12 mm). Yu et al. (2022) attribuent cette capacité a un systeme
enzymatique spécialisé dans I'hydrolyse des peptides plutét que des protéines intactes, ce qui
correspond a leur role dans les écosystemes laitiers.

La souche de Lactococcus lactis (S4) présente I'activité la plus faible (8 mm). Selon Liu et
al. (2023), cette limitation protéolytique pourrait résulter d'une spécialisation évolutive vers
d'autres fonctions métaboliques dans les communautés microbiennes laitieres.

Les tests d'activité antimicrobienne démontrent une efficacité remarquable contre Klebsiella
pneumoniae (prélévement d’Etat clinique) (zones de 18-20 mm) et Pseudomonas aeruginosa
(prélévement d’Etat clinique) (8-12 mm). Ces performances dépassent celles rapportées pour les
souches industrielles standards (Settanni et Corsetti, 2022). L'analyse des mécanismes
impliqués révéle que cette activité inhibitrice résulte principalement de la production de
composés antimicrobiens spécifiques.

Yang et al. (2021) ont identifié chez ces souches la capacité a synthétiser des molécules
inhibitrices stables, particulierement actives contre les pathogenes alimentaires. Ben Braiek et al.
(2023) soulignent que cette propriéte pourrait étre exploitée pour le développement de
conservateurs naturels en industrie laitiére.

L'étude des cinetiques d'acidification met en évidence des profils distincts selon les espéces.
Les souches d'Enterococcus (S2, S5, S7, S8) montrent la cinétique la plus rapide, atteignant pH
5,7 en 24h. Wu et Génzle (2023) attribuent cette performance a leur métabolisme glucidique

particulierement efficace.
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La souche de Lactococcus lactis (S4) produit la plus forte quantité d'acide lactique (3,5 g/L),
confirmant son statut d'excellente acidifiante (Zheng et al., 2022). Streptococcus thermophilus
présente quant a lui une acidification plus progressive, adaptée aux fermentations nécessitant un

contréle précis de l'acidification (El Kafsi et al., 2023).
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Conclusion

Les BL sont cruciaux pour la conversation des aliments, le développement des saveurs et ont
occupées une place essentielle dans la production alimentaire humaine pendant des milliers
d'années. Elles sont non seulement d'une grande importance économique, mais jouent également
un role crucial dans la promotion et le maintien de la santé humaine.

Cette etude visait a caractériser des souches de bactéries lactiques isolées du lait de chevre
cru ; et a évaluer leurs apptitudes technologiques.

La solution de problématique se présente sous la forme des résultats suivants : Isolement et
Identification des Souches : Neuf isolats des bactéries lactiques a Gram positif et catalase négatif
ont été obtenus a partir du lait cru de chevre. Les tests d'identification ont révélé la présence des
especes suivantes : Streptococcus Enterococcus et Lactococcus . Caractérisation Technologique
. Les tests technologiques effectués sur ces isolats ont montré des résultats satisfaisants, ce qui
suggere leur utilité potentielle dans les industries alimentaires. En résumé, I'étude a réussi a
isoler, identifier et caractériser des souches de bactéries lactiques spécifiques, confirmant leur
aptitude a étre utilisées dans I'industrie alimentaire.

Les principales perspectives sont les suivantes : Les résultats des tests technologiques des
souches bactériennes isolées sont satisfaisants pour une utilisation dans les industries
alimentaires. Les caractéristiques des souches isolées, notamment leur thermorésistance et leur
tolérance au sel, leur conférent un avantage technologique certain pour les procédés nécessitant
des traitements thermiques modérés et des salages importants, particulierement dans la
fabrication du fromage. L'étude approfondie des mécanismes réducteurs de ces souches pourrait
ouvrir des perspectives intéressantes pour I'amélioration des procédés fromagers traditionnels

Les résultats ont montré des variations dans le pouvoir acidifiant, méme au sein d'une méme

espéce. Les résultats de la caractérisation ont révélé la nature de la flore lactique dans le lait du
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chévre, montrant que la plupart des espéces de bactéries lactiques se trouvent dans le lait de

chévre cru.
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Annexe I: Composition des milieux de culture

I-1 Milieu d’isolement :
1.1.1 Milieu M17 :
Utilise pour la culture des lactocoques.

EXEFAIT 08 VIANGE ... bbbt b e 59
L= L0 S (31U (TSRO 259
o Lo L= T Yoo o] o 1TSS 0,59
PEPLONE GE SOJA ...ttt bbb bbbttt b bbb 59
B-glYCErOPNOSPNALE. .......c.eeiieiecc e raere s 9
Peptone papiStiqUE 08 VIANTE...........oiiiiiiiieieete bbbt 50
Sulfate de MAGNESTUM ..ottt bbb en 0,25¢
2T (0PSO PR PPN 5¢
Peptone triaSiQUE 08 CASEINE .....c.vivireerieierteieeete ettt sttt e ettt e st b eene b e 59
N PP PO UR PP OTRTRN 189
BAU ISHHTEE. ...ttt 1000 ml

On ajuste lepH a 7,2
Autoclave 20 min a 120°C.

1.1.2 Milieu MRS :
Utilise pour la culture des lactobacilles.

PBPIONE. ...t h et et e e et r e e e aeeeareeeas 10g
EXIFAIt A& VIANTE ..ottt s re e re e re et e e e e sre e teeneesreenteas 80
EXIFAIT 8 IOVUIE ...ttt et s e et e ss e e be e be et esaeeste e e e snaenreens 49
[ [N o0 SR SSUSRROPRPRN 20g
PhoSphate i POtASSIQUE ........veiiiiiiie ettt e be e e e e beesnaearaeas 29
ACELALE 08 SOUIUM ...ttt s b e et e s r e e s ae et e s aeesbeeteenbesbeesteenseareenaeens 59
CItrate d’aMIMONIUIN ...ttt bbbttt bbbt bbbt e e et e b e nbesbeebeeneas 29
Sulfate de MagnESIUM, TH20 . .. ...ociiiieieee ettt sraeaeeneesreenes 0,29
Sulfate de Mangan@se, AH20 . .. ..o 0,05g
TWVEEIN B0 ettt etttk h e et e h et e b e e R e e e bt e e R e e e R e e R e e e b e e nRe e e beeeRe e e reennre e Iml
N = PO PP P PR 189
BAU QISEHIER. ...ttt ettt st sbeereereenes 1000ml

On ajuste le pH a 6,5
Stérilisation par autoclavage & 120°C pendant 20 min.
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1.2 Milieux d’identification :
1.2.1 Bouillon hypersalée :
Employée pour différencier les lactocoques et streptocoques thermophiles.

PEIITONE. ... 15¢g
EXIFAIt A8 VIANTE ..ottt sttt be et sre e besneenbeenne s 5¢
GIUCOSE ... bbb bbbt b et b bbbt e ettt b 59
N O PSPPSR 659
T o TS (LTSS 1000 m

On ajuste le pH a 6,5

Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20min

1.2.2 Milieu de Clark et Lubs :

Utilise pour mettre en évidence I’acétyle.

o] 01 0] PPN 5g
PhoSPNAte i POTASSIQUE ......eueeeeeeiieiee sttt bbbt b et 59
[ 110 SOOI 59
BAU ISHHTEE. ...t 1000 ml

On dissout toutes les ingrédients dans 1’eau distillée on ajuste le pH & 7,0

Réparation en tubes a raison de 7ml

1.2.3 Lait écrémé :

LAIT ECTEIME ...ttt b ettt st st e ettt e et e st e be s b et e b e sbe e eneane e 10g
EXIFAIT A8 IOVUIE ...ttt te e et e e e be e b e s reesraennesreenre e, 0, 59
BAU QISHHIER. ...ttt bbb r e e 100 ml

Stérilisation a 120° C pendant 10min
Glycérol (30%)

Annexe 11: Coloration de Gram

Mode opératoire :

- Reéaliser un frottis ou un étalement.

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

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

- Immerger la lame dans Lugol 30 seconde.

- Décolorer jusqu’a disparition de la couleur violette dans 1’alcool en faisant couler goutte a
goutte sur la lame inclinée.

- Rincer a I’eau.

- Colorer avec la solution de Fuchine pendant 1mn.
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- Laver a I’eau.

- Observe

Annexe I11: Les variations de I’acidité (°D) et pH des souches isolées, durant 24h

Souche

S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
S9

Ph
6,60
6,70
6,8
6,53
6,63
6,61
6,70
6,64
6,49

T0

AC
11
15

13,5

17,5
17

12,5
16
18
15

pH
6,39
6,5
6,5
6,4
6,42
6,54
6,32
6,55
6,22

T1

d’incubation
T2
AC pH
13 6,33
18 6,4
15 6,1
20 59
19 6,1
14 6,2
13,5 6,0
20 6,42
18 5,96
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AC
15
22
17
26
23
18
17
23
21

pH
6,11
6,0
5,8
54
5,7
58
59
6,0
577

T3

AC
18
28
26
30
28
20
20
25
26

pH
5,88
57
53
48
54
4,6
53
57
5,30

T4

AC
27
30
33
35
35
25
29
29
32
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