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RESUME 

Les céréales sont la base de l’alimentation humaine où ils ont une propriété qui peut nous 

apporter des bienfaits pour la santé humaine ; Les graines germées sont de véritables 

superaliments aux mille et une vertus. Leurs propriétés nutritionnelles offrent une source 

privilégiée de micro-nutriments essentiels (vitamines, minéraux et enzymes) à notre santé.  

Avec des saveurs et des couleurs variées, elles se consomment facilement et apportent bien-être 

dans notre assiette et dans notre corps. 

« Hamoum » est fabriqué à partir de blé fermenté. Historiquement, le blé fermenté naturel a fait 

l’objet d’un produit à caractère alicament dans la prévention et le traitement de nombreuses 

complications physiopathologiques intestinales, En Algérie, le blé était historiquement 

conservé dans des silos souterrains appelés matmora. Les grains de blé humidifiés, en 

profondeur du silo, subissent une fermentation spontanée. 

L'objectif de cette étude est l’isolement et l’identification des bactéries lactiques on se basant 

sur les caractéristiques microbiologiques et biochimiques du blé fermenté du Hamoum. 

Dans cette étude, trente souches de bactéries lactiques ont été isolées et purifiées à partir du blé 

fermenté « Hamoum » ; on en a retenu 10 souches. L’identification des souches a été réalisée 

par la détermination des caractéristiques morphologiques, physiologiques et biochimiques.  

 

 

Mot clé : Blé fermenté (Hamoum), matmoura, la fermentation, l’isolement, 

l’identification, bactéries lactiques.  

 

 

 

 

 



 

  

ABSTRACT: 

           Cereals are the basis of human food, they have a property that can bring benefits to 

human health; Sprouted seeds are true powerful foods with a thousand and one virtues. Their 

nutritional properties offer a privileged source of essential micro-nutrients (vitamins, minerals 

and enzymes) for our health. With their varied flavours and colours, they are easy to consume 

and bring well-being to our plates and bodies.  

"Hamoum" is made from fermented wheat. Historically, natural fermented wheat has been used 

as an alicament-based product to prevent and treat many intestinal physiopathological 

complications. In Algeria, wheat was historically stored in underground silos called matmor. 

The moistened wheat grains, deep in the silo, undergo spontaneous fermentation.  

The goal of this study is the isolation and identification of lactic acid bacteria based on the 

microbiological and biochemical characteristics of fermented wheat of the Hamoum. In this 

study, thirty strains of lactic acid bacteria are isolated and purified from the fermented wheat 

"Hamoum"; 10 strains will be retained. Strain identification are achieved by determining 

morphological, physiological and biochemical characteristics. 

 

 

 

Keyword: Fermented wheat (Hamoum), matmoura, fermentation, isolation, 

identification, lactic bacteria. 
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INTRODUCTION : 

On a longtemps employé des remèdes traditionnels à base des aliments naturels son 

savoir à quoi étaient dus leurs actions bénéfiques, il est difficile de définir les molécules 

responsables de l’action thérapeutique (Bahorun, 1997). 

Selon certains auteurs les composés d’origines naturels présentent l’avantage d’une très 

grande diversité de structures chimiques et ils possèdent aussi un très large éventail d’activités 

biologiques (Bérubé-Gagnon, 2006). Comme les propriétés antimicrobiennes antioxydantes des 

extraits récupérés de quelques aliments sont connues depuis l’antiquité. Toutefois il aura fallu 

attendre le début de 20ème siècle pour que les scientifiques commencent à s’y intéresser (Yano 

et al., 2006). Cela tient principalement au fait que le règne végétal représente une source 

importante d’une immense variété de molécules bioactives (Ferrari, 2002).  

Les céréales sont à la base de l’alimentation humaine (Multon, 1982 ; Molinié et Pfohl 

Leszhowicz, 2003) ; car il y a une face cachée, qui peut nous apporter des phyto-nutriments 

importants pour la santé humaine (Doumandji et al., 2003). Dans la plupart des cas, la 

production des céréales est assurée par une seule récolte dans l’année alors que la période de 

consommation est prolongée tout au long de l’année, d’où la nécessité du stockage. Les céréales 

sont des produits stockés à long terme et présentent une facilité pendant leurs transports. 

Actuellement leurs stockage se fait en vrac ou en des silos pour les grandes quantités. Par contre, 

les paysans dans les zones rurales stockent leurs produits dans la plupart des cas au niveau de 

matmouras. Le stockage de blé est mentionné dans le Coran ; Dieu en a fait référence dans la 

sourate Youssef (Coran, 49). 

Les bactéries lactiques sont impliquées dans un grand nombre de fermentations 

spontanées de produits alimentaires (Stiles et Holzapfel, 1997 ; Axelsson, 2004). Où elles 

permettent de développer certaines caractéristiques organoleptiques (Boucher et Moineau, 

2001). Outre, ces micro-organismes peuvent être utilisés dans les produits non fermentés 

comme des cultures protectrices. Cette utilisation est due aux effets nutritionnels et 

thérapeutiques (Rodgers, 2003 ; Vermeiren et al., 2004 ; Georges, 2008). Notons que les 

bactéries lactiques sont reconnues comme GRAS (Generally Recognized As Safe) (Soomro et 

al., 2002). Ces bactéries forment actuellement un groupe d’organismes utilisés comme 

probiotiques (Klaenhammer et al., 2007 ; Corthier, 2006 ; Ninane, 2009). 



 

  

Notre travail aborde plusieurs aspects liés à une étude in vitro qui consiste à étudier 

l’activité biologique d’un type de blé fermenté naturellement qui est le « Hamoum ». Isolement 

et identification des bactéries lactiques isolées d’un « Hamoum » de fabrication artisanale à base 

du blé dur. 

Le travail est organisé en plusieurs chapitres : 

 Le premier chapitre est la partie bibliographique ou elle regroupe des informations sur 

les céréales de façon générale et hamoum de façon précise  

 Dans le deuxième, chapitre le matériel végétal et biologique utilisé et les méthodes 

d’étude et des différents tests microbiologique et biochimique. 

 Et pour le troisième chapitre, on a exposé les résultats finals avec une discussion 

Le travail est achevé par une conclusion générale pour l’ensemble des résultats obtenus. 
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PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE  

1  CHAPITRE 01 :  LES CEREALES 

1.1 GENERALITE 

Le Conseil international des céréales (CIC) a livré le 24 janvier ses premières estimations 

concernant la prochaine récolte à 751 Mt de blé (+2 % sur un an). « En raison des augmentations 

supposées de la superficie et des rendements moyens, la production de blé devrait augmenter 

de 2 % en 2019-20, pour atteindre 751 Mt », selon un rapport. 

La demande pour l’alimentation humaine resterait le moteur de la consommation (+1 % 

par rapport à 2018-19), celle pour l’alimentation animale présentant peu d’évolution, indique 

le CIC. Les stocks mondiaux de blé devraient être stables : un léger repli interviendrait chez les 

principaux pays exportateurs (-2 Mt), compensé par la Chine. ; elles sont les principaux aliments 

de base dans ces contrées ou dans les régions moins développées économiquement (FAO, 

2014). 

En Algérie, au Maroc et en Tunisie, les produits à base de céréales représentent une part 

importante des dépenses alimentaires des ménages. Le blé dur demeure la base de l’alimentation 

au Maghreb ; il est le support historique et traditionnel de l’alimentation des maghrébins 

(Rastoin and Benabderrazik, 2014).  

Ceci est dû à la variété des produits consommés, à base de semoule de blé dur, comme le 

couscous, les pâtes, le pain, la galette (Kisra) et les pâtisseries (Kezihet al., 2014). Les variétés 

de céréales les plus consommées dans le monde sont : le blé dur sativum), le maïs, le riz, le 

seigle, l’orge, l’avoine, le sorgho, le millet, et le teff. 

Les graines germées sont de véritables super-aliments aux mille et une vertus. Leurs 

propriétés nutritionnelles offrent une source privilégiée de micronutriments essentiels 

(vitamines, minéraux et enzymes) à notre santé. 

Avec des saveurs et des couleurs variées, elles se consomment facilement et apportent 

bien-être dans notre assiette et dans notre corps. Les céréales sont la base de l’alimentation 

humaine (Multon, 1982 ; Molinié et PfohlLeszhowicz, 2003), où ils ont une propriété qui peut 

nous apporter des bienfaits pour la santé humaine (Doumandji et al., 2003).  

Pour notre étude, nous avons choisi le blé fermenté « Hamoum », dont il peut avoir divers effets.  
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1.2 LA DEFINITION D’HAMOUM              

En Algérie, le blé était historiquement conservé dans des silos souterrains appelés 

matmor. Suite à l’infiltration accidentelle des eaux de précipitation dans le matmora, (Figure 1) 

les grains de blé humidifiés, en profondeur du silo, subissent une fermentation spontanée. 

La présence d’humidité, de température non contrôlée et l’absence d’air crée dans le 

matmor, engendrent les phénomènes de fermentation d’origine microbienne qui peuvent durer 

plusieurs années. Ce blé est caractérisé par une variété de saveurs, de textures et d’arômes 

particuliers très convoités par les consommateurs des régions spécifiques (Bekhouche et al., 

2013). 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: Formes typiques du matmor(Bartali, 1987). 

 

 

 

 

 

 

Figure 2: blé non fermenté (1) blé fermenté (2) 

 

1 2 
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Figure 3: La structure et la composition du blé 

 

Tableau 1: composition du hamoum 

Composition Hamoum % par 100 g 

(a) Humidité  12.60 

(b) Protéine 10.11 

(d) Sels minéraux 1.42 

(e) Cellulose 0.11 

Hydrocarbure 73.35 

 

a. Dosage selon méthode Kjeldahl Dosage selon norme AFNOR NF : V03-NA. 

1132/1990 ; ISO/712 

b. Dosage selon norme NF : V03- 713/1984 ; ISO : 7302/1982 

c. Dosage selon NF : V03-720 NA.733/1990 ISO.2171 

d. Dosage selon la méthode de Weende 

1.3 LA MICROBIOLOGIE DU BLE FERMENTE 

1.3.1 La fermentation 

La fermentation est considérée comme l’un des procédés le plus ancien et le plus 

économique pour la conservation des aliments, particulièrement dans les pays tropicaux où les 

fortes températures combinées aux niveaux élevés d’humidité favorisent la fermentation 

spontanée. (Nout, 2009) ; il peut y avoir une ou plusieurs étapes de fermentation allant de 

quelques heures à plusieurs mois selon l’aliment (Prückler et al., 2015). 
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1.3.1.1  Les aliments fermentés  

Les aliments fermentés sont très variés et nombreux. Ces aliments sont le plus souvent 

d’origine laitière et les principales bactéries impliquées dans leur fermentation sont les bactéries 

lactiques (Songre-Ouattara et al., 2008 ; Djermoun A, 2009 ; Yao et al., 2009). 

1.3.1.2   Le blé fermenté traditionnel  

Les aliments fermentés traditionnels sont très divers. Même si l’on se limite au continent 

Africain on constate que les matières premières sont également très variables et comprennent 

des céréales (blé, mil, maïs, riz, sorgho), des racines (manioc, taro), des légumes secs (haricot, 

pois chiche, graine de soja), mais également les graines de cacao ou les grains de café.  

Ils sont consommés sous forme de couscous, boissons, bouillies, soupes etc. (Paul Ross et al., 

2002 ; Carine et al., 2009). 

La consommation du blé notamment le couscous en Algérie est quotidien d’où la 

nécessité du stockage (Druvefors, 2004 ; Scholten, 2001), la technique de stockage largement 

utilisée en milieu rural dans plusieurs régions céréalières du monde en général et 

particulièrement en Algérie est appelée MATMORA, c’est est une pratique traditionnelle 

consiste à enfouir le produit dans le sol dans une cavité d’une forme cylindrique-conique 

(Druvefors, 2004). 

Lors du stockage dans (matmora), l’équilibre de la flore bactérienne et levurrienne 

endogène totale présente dans les grains de blé peut être affecté par de nombreux 

facteursimportantes pour le développement de certaines bactéries et levures et des moisissures 

responsables de la fermentation spontanées des grains (Yao et al., 2009).  

De plus, il a été monté que les aliments à base de céréales leurs microbiote est dominé par des 

bactéries lactiques associées à des levures présentes en moindre proportion. 

Contrairement aux d’autres types d’aliments fermentés, comme ceux à base de 

légumineuses la microflore dominante est constituée de bactéries du genre Bacillus qui réalisent 

une fermentation alcaline (Ouobaet al., 2005). 

Les bactéries lactiques sont donc responsables de la fermentation dit type lactique de 

nombreux aliments cette plasticité peut être attribuée à leur métabolisme particulier qui leur 

permet notamment d’utiliser de nombreuses sources de carbone (Yao et al., 2009). 



R.Boudifi et Z.Houcine (2019). Isolement et Identification des bactéries lactiques à partir de blé fermenté type « HAMOUM » – Master – Univ Mosta. 

 

 

  

7 

1.3.2 Les avantages de la fermentation lactique 

L’action des bactéries lactiques au cours de la fermentation a été associée tout d’abord 

à l’élaboration de l’arôme et de la texture du produit final, mais aussi au maintien d’une bonne 

sécurité alimentaire grâce aux acides organiques produits (Yao et al., 2009). 

Les bactéries lactiques produisent plusieurs composés antimicrobiens naturels, à savoir des 

acides organiques, le dioxyde de carbone et des bactériocines pour inhiber les microflores 

pathogènes (Prückler et al., 2015).  
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2   CHAPITRE 2 :  BACTÉRIES LACTIQUES 

2.1 PRESENTATION DES BACTERIES LACTIQUES 

Décrites pour la première fois par Orla-Jensen au début du XXe siècle, les bactéries 

lactiques constituent un groupe hétérogène, qui n’est pas clairement défini du point de vue 

taxonomique. 

Elles rassemblent en effet un certain nombre de genres qui se caractérisent par la 

production, liée à un métabolisme exclusivement fermentaire, de quantités importantes d’acide 

lactique à partir des sucres. La fermentation est dite : homolactique si l’acide lactique est 

pratiquement le seul produit formé et hétérolactique si d’autres composés sont aussi présents 

(acide acétique, éthanol, CO2… etc.) (Leveau et Bouix, 1993 ; Pilet et al., 2005). 

Elles sont à Gram positif, généralement immobiles, asporulées, catalase négative, 

oxydase négatives généralement nitrate réductase négative, ce sont des bactéries anaérobies 

facultatives. 

Elles ont des exigences nutritionnelles complexes pour les acides aminés, les peptides, 

les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides fermentescibles (Dellaglio et al., 1994 ; 

Hogg, 2005). 

2.2 HABITAT ET ORIGINE DES BACTERIES LACTIQUES 

Les bactéries lactiques sont très fréquentes dans la nature. Elles se trouvent généralement 

associées à des aliments riches en sucres simples. Elles peuvent être isolées du lait, du fromage, 

de la viande, des végétaux ou des aliments ensemencés par les végétaux. Elles se développent 

avec la levure dans le vin, la bière et le pain. Quelques espèces colonisent le tube digestif de 

l’homme et des animaux (Leveau et Bouix, 1993 ; Hassan et Frank, 2001). 

2.3 TAXONOMIE DES BACTERIES LACTIQUES 

Depuis la description du Bacteriumlactis (actuellement Lactococcus lactis), la taxonomie 

des bactéries lactiques est en évolution permanente. Le nombre de nouvelles espèces a 

augmenté énormément au cours de ces dix dernières années. Les réorganisations effectuées ont 

contribué à fusionner des espèces en une seule, ou identifier une espèce comme un nouveau 

genre (Pot, 2008). 
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La classification des bactéries lactiques peut se faire selon des critères phylogénétiques 

par l’utilisation des méthodes moléculaires. Cependant, la caractérisation 

phénotypique/biochimique classique demeure pratique dans l’identification préliminaire des 

microorganismes. Certaines caractéristiques phénotypiques sont utilisées pour identifier les 

espèces à l’intérieur des genres comme la capacité à : fermenter les hydrates de carbone, tolérer 

différentes concentrations en bile, produire des polysaccharides extracellulaires, exiger des 

facteurs de croissance, produire de l’acétoïne et synthétiser certaines enzymes. La composition 

en G+C de l’ADN, la composition en acides gras, la mobilité électrophorétique de la lactate 

déshydrogénase sont également d’autres critères qui peuvent être étudiés pour l’identification 

des espèces lactiques (Vandamme, 1996 ; Stiles et Holzopfel, 1997 ; Ho et al., 2007). 

A ce groupe de bactéries lactiques, appartient plusieurs genres comme Aerococcus, 

Atopobium, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, 

Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus et Weissella. (Stiles 

et Holzapfel, 1997 ; Pot, 2008). Des genres nouveaux, par exemple Alloiococcus, Dolosicoccus, 

Dolosigranulum, Eremococcus, Facklamia, Globicatella, Helococcus, Ignavigranum et 

Lactosphaera, ont également été décrits, comportant des souches qui montrent des liens 

physiologiques et phylogénétiques avec les groupes des bactéries lactiques (Broadbent, 2001 ; 

Axelsson, 2004). 

Le genre Bifidobacterium est actuellement considéré par plusieurs auteurs comme genre 

de bactéries lactiques, bien qu’il se distingue par un pourcentage en G+C de 55 %, largement 

supérieur à celui des autres genres et par une voie métabolique de fermentation des sucres 

particulière. Les études phylogénétiques basées sur l’analyse des séquences des ARN 

ribosomiques ont confirmé l’appartenance de ces différents genres à un même groupe qui inclut 

également Clostridium, Bacillus et Propionibacterium (Figure 4) (Stiles et Holzopfel, 1997 ; 

Pilet et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 



R.Boudifi et Z.Houcine (2019). Isolement et Identification des bactéries lactiques à partir de blé fermenté type « HAMOUM » – Master – Univ Mosta. 

 

 

  

10 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4: Arbre phylogénétique des principaux genres de bactéries lactiques et des genres associés, obtenu par analyse des 

ARNr 16s(Stiles et Holzapfel, 1997). 

2.4 CARACTERISTIQUES DES PRINCIPAUX GENRES DES BACTERIES 

LACTIQUES 

2.4.1 Le genre Lactobacillus 

Lactobacillus est le genre principal de la famille des Lactobacillaceae, il contient de 

nombreuses espèces qui sont des agents de fermentation lactique intervenant dans de 

nombreuses industries ou qui sont rencontrées comme contaminants. Il s’agit de bacilles longs 

et fins (parfois incurvés) souvent groupés en chaînes, immobiles, asporulés, catalase négative, 

se développent à un optimum de température situé entre 30 et 40 ° C. Les lactobacilles ont des 

exigences nutritionnelles très complexes en acides aminés, en vitamines, en acides gras, en 

nucléotides, en glucides et en minéraux (Khalid et Marth, 1990 ; Leclerc et al., 1994). 

Le genre Lactobacillus a été subdivisé par Orla-Jensen en trois groupes et cette classification 

est encore utilisée en milieu industriel (Tamime, 2002 ; Guiraud et Rosec, 2004) : 

o Groupe I « Thermobacterium » : comprend les lactobacilles homofermentaires 

thermophiles qui se développent à 45 °C mais pas à 15 ° C. Les espèces les plus 

fréquentes dans l’alimentation (lait, yaourt, fromage) sont Lb. helveticus, Lb. 

delbrueckii, Lb. acidophilus. 

o Groupe II « Streptobacterium » : regroupe les lactobacilles homofermentaires 

mésophiles et peuvent être occasionnellement hétérofermentaires en fonction du 
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substrat. Les espèces les plus fréquentes dans l’alimentation sont Lb. casei, Lb. curvatus, 

Lb. sake et Lb. plantarum. 

o Groupe III « Betabacterium » : ce sont des lactobacilles hétérofermentaires. Il 

comporte les espèces Lb. fermentum, Lb. brevis et Lb. sanfransisco. 

2.4.2 Le genre Lactococcus 

Le genre Lactococcus (streptocoque du groupe N) représente les streptocoques dits 

« lactique », car ils sont associés à de nombreuses fermentations alimentaires et ne possèdent 

aucun caractère pathogène. Les produits végétaux constituent leur réservoir principal, mais ils 

sont largement présents dans le lait et les produits laitiers (Pilet et al., 2005). 

Les lactocoques se présentent sous forme de coques en paire ou en chaînes de longueur 

variable. Ce sont des bactéries anaérobies facultatives homofermentaires ne produisant que de 

l’acide lactiqueL (+), seul Lactococcus lactis ssp. Lactis biovar. diacetylactis produit le 

diacétyle. Leur température optimale de croissance est proche de 30 °C, capable de se 

développer à 10 °C mais pas à 45 ° C. 

Quelques espèces produisent des exopolysaccharides et des bactériocines. Elles sont 

capables de se développer à 3 % de bleu de méthylène et d’hydrolyser l’arginine (Tamime, 

2002). 

Actuellement, le genre Lactococcus comprend cinq espèces, Lactococcus lactis est l’espèce la 

plusconnue avec ses trois sous-espèces : Lc. lactisssp. lactis, Lc. lactisssp. cremoris et Lc. Lactis 

ssp.hordniae (Pot et al., 1996 ; Pot, 2008). 

2.4.3 Le genre Streptococcus 

Le genre Streptococcus est toujours large et la classification est très mouvementée. Ce 

genre est généralement divisé en trois groupes : pyogène (la plupart des espèces pathogènes et 

hémolytiques), oral (tel que St. salivarius, St. bovis) et les autres streptocoques (Scheilfer, 

1987). 

La seule espèce de streptocoques qui soit utilisée en technologie alimentaire est 

Streptococcus thermophilus qui a été inclue dans le groupe des « autres streptocoques », mais 

ensuite transféré au groupe des streptocoques oraux à cause de leur degré d’homologie avec 

l’ADN de Streptococcus salivarius (Stiles et Holzapfel, 1997). 
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Streptococcus thermophilus se différencie par son habitat (lait et produits laitiers) et son 

caractère non pathogène. La résistance à la température, la capacité de croitre à 52 °C et le 

nombre limité des hydrates de carbones permettent de distinguer les St. thermophilus de la 

plupart des autres streptocoques (Haddie, 1986 ; Pilet et al., 2005). 

2.4.4 Le genre Enterococcus 

Ce genre regroupe les streptocoques fécaux qui représentent une hémolyse de type λ et 

β et qui appartiennent au groupe D. Ce sont des commensaux de l’intestin. Les espèces 

rencontrées dans l’alimentation sont essentiellement En. Faecalis et les espèces proches. Les 

entérocoques sont des coques qui peuvent être mobiles, homofermentaires, généralement 

différenciés par la fermentation de l’arabinose et le sorbitol, ils croissent entre 10 °C et 45 °C 

(Tamime, 2002 ; Ho et al., 2007). 

2.4.5 Les genres Leuconostoc, Oenococcus et Weissella 

Ils ressemblent les coques lenticulaires en paires ou en chainettes mésophiles, qui 

possèdent un caractère hétérofermentaire marqué, avec production d’acide lactique (isomère 

D), de CO2 et d’éthanol. Les caractéristiques telles que l’hydrolyse de l’esculine, la formation 

de dextrane, les conditions de croissance, la capacité à croître à différents pH et température, 

l’assimilation de citrate et/ou malate permettent la différenciation entre les genres 

Leuconostocet Weissella (Pilet et al., 1998 ; Ho et al., 2007). 

Actuellement, le genre Leuconostoc comprend quatorze espèces, ils sont également 

anaérobies facultatifs et exigeants au point de vue nutritionnel et leur croissance est toujours 

lente. Le développement des leuconostoc entraîne souvent l’apparition d’une viscosité dans le 

milieu grâce à la production des exopolysaccharides. Les leuconostoc principalement Ln. 

mesenteroides ssp. Cremoris et Ln. lactiss ont utilisés en association avec les lactocoques dans 

l’industrie laitière pour produire en plus de l’acide lactique et le CO2, des substances 

aromatiques telles que le diacétyle et l’acétoïne à partir des citrates du lait(Hassan et Frank, 

2001 ; Guiraud, 2003 ; Ogier et al., 2008). 

Récemment, l’espèce Leuconostocoenos isolée de vins a été classée dans un nouveau 

genre, Oenococcusoeni et certaines espèces de lactobacilles hétérofermentaires ont été 

groupées avec Leuconostoc paramesenteroides dans le nouveau genre Weissella (Stiles et 

Holzapfel, 1997). 
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2.4.6 Les genres Pediococcus et Tetragenococcus 

Les Pediococcus sont des coques homofermentaires dont la particularité est le 

regroupement en tétrade. Ils sont mésophiles, le plus souvent incapable d’utiliser le lactose, et 

leur développement nécessite la présence de divers facteurs de croissance. Certaines espèces se 

distinguent par leur capacité à se développer à des teneurs en sels très élevées, comme 

Pediococcus halophilus, renommé Tetragenococcus halophilus et Tetragenococcus muriaticus 

qui tolère jusqu’à 18 % de NaCl (Pilet et al., 2005). 

Les espèces de Tetragenococcus ont un rôle crucial dans la fabrication des produits 

alimentaires à concentration élevée en sel comme les sauces de soja, alors que les pediocoques 

sont parfois utilisés comme levains lactiques pour les charcuteries (Guiraud et Rosec, 2004 ; 

Tosukhowong et al., 2005). 

2.4.7 Le genre Bifidobacterium 

Le genre Bifidobacterium est considéré comme faisant partie du groupe des bactéries 

lactiques grâce à la similarité de ses propriétés physiologiques et biochimiques et à sa présence 

dans le même habitat écologique, tel que le tube gastro-intestinal. Ces microorganismes sont 

phylogénétiquement sans rapport avec ces dernières. Ils sont davantage liés au phylum 

Actinobacteria (anciennement Actinomycètes) des bactéries Gram positif dont l’ADN est à haut 

pourcentage de G +C. Les bifidobactéries se caractérisent par leur forme très irrégulière souvent 

en forme V mais pouvant être coccoïdes, la présence d’une enzyme, la fructose -6 -phosphate 

phosphocétolase, celle-ci leur permet de fermenter les hexoses en produisant de l’acide acétique 

et de l’acide lactique. Leur température de croissance varie de 36 °C à 43 °C (Axelsson et al., 

2004 ; Pilet et al., 2005 ; Ho et al., 2007). 

2.5 PRINCIPALES VOIES FERMENTAIRES DES BACTERIES LACTIQUES 

Toute croissance nécessite la production d’énergie et les bactéries lactiques ne font pas 

exception à la règle. Hétérotrophes, elles tirent leur énergie de la fermentation de substrats 

carbonés. Les carbohydrates fermentés en acide lactique par les bactéries lactiques peuvent être 

des monosaccharides tels que des hexoses (glucose, galactose), des pentoses (xylose, ribose, 

arabinose), hexitols et pentitols (mannitol, sorbitol, xylitol) ou des disaccarides (lactose, 

saccharose, cellobiose, tréhalose). La fermentation des sucres s’effectue essentiellement en trois 

étapes (Atlan et al., 2008) : 

- le transport du sucre à travers la membrane cellulaire ; 
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- le catabolisme intracellulaire du sucre ; 

- formation et expulsion extracellulaire des métabolites terminaux. 

Selon les genres ou espèces, les bactéries lactiques utilisent principalement l’une des deux voies 

majeures du métabolisme des sucres (Figure 5). Il s’agit des voies homofermentaire (Embden- 

Meyerhof-Parnas, EMP) et hétérofermentaire (voie des pentoses-phosphate) (Atlan et al., 

2008). 

 

Figure 5: Voies fermentaires de la dégradation du glucose (Atlan et al., 2008).[GLK : glucokinase, FBA: fructose-1,6- 

bisphosphate aldolase, XPC: xylulose-5-phosphate phosphocétolase, PK : pyruvate kinase, LDH: lactate déshydrogénase]. 
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2.5.1 Voie homofermentaire ou EMP 

Les bactéries lactiques homofermentaires comprennent les espèces de lactocoques, 

pediocoques, ainsi que certains lactobacilles. Cette voie conduit dans des conditions optimales 

de croissance à la production de deux molécules de lactate et deux molécules d’ATP par 

molécule de glucoseconsommée. La fructose -1,6 -bisphophatealdolase (FBA) est une enzyme 

clé indispensable aufonctionnement de la voie EMP (Thompson et Gentry-Weeks, 1994). 

2.5.2 Voie hétérofermentraire ou voie des pentoses phosphate 

Les bactéries lactiques qui fermentent le glucose en produisant, en plus de l’acide 

lactique, de l’acétate, de l’éthanol et du CO2 sont dites hétérofermentaires. Les groupes 

principaux de bactéries présentant ce type de métabolisme sont les leuconostoc et certains 

lactobacilles. Cesmicroorganismes sont dépourvus d’une FBA et le système de transport PTS 

(Thompson et Gentry- Weeks, 1994). 

2.6 METABOLISME AZOTE DES BACTERIES LACTIQUES 

De fait de leurs nombreuses auxotrophies pour les acides aminés, la croissance des 

bactéries lactiques repose sur leur système protéolytique. Ces systèmes comportent des 

protéases intracellulaires, des systèmes de transport spécifiques pour les peptides et une 

multitude de peptidases intracellulaires. Les systèmes protéiques des lactocoques et des 

lactobacilles sontremarquablement similaires, en ce qui concerne leurs composants et leurs 

modes d’action (Law et Haandrikman, 1997 ; Savijoki et al., 2006). 

Les études du système protéolytique ont été menées essentiellement pour le genre 

Lactococcus et ont permis l’établissement d’un modèle de la protéolyse en trois étapes : la 

première étape fait intervenir une protéase ancrée à la surface bactérienne, appelée protéase de 

paroi (ouPrtP). Les peptides sont pris en charge par deux systèmes de transport des 

oligopeptides (Opp et Opt) pour traverser l’enveloppe bactérienne. Des di et tripeptides peuvent 

aussi être transportés par deux autres systèmes (DtpT et Opt). Les acides aminés sont 

transportés par des systèmes de transport spécifiques. Enfin, dans le cytoplasme bactérien un 

éventail de peptidases concourt à achever l’hydrolyse des peptides en acides aminés (Savijoki 

et al., 2006 ; Atlan et al., 2008 ; Picon et al., 2010). 

Le catabolisme des acides aminés est une voie majeure de formation de molécules aromatiques 

(alcool, aldéhydes, acides organiques…), comme il peut être une source d’énergie pour 

certaines bactéries lactiques en cas de limitation en nutriments (Williams et al., 2001). 
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2.7 APTITUDES TECHNOLOGIQUES 

2.7.1 Aptitude acidifiante 

La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus recherchée des 

bactéries lactiques utilisées dans les industries alimentaires. Elle se manifeste par la production 

de l’acide lactique à partir de la fermentation des hydrates de carbone au cours de la croissance 

bactérienne (Mäyrä- Mäkinen et Bigret, 2004 ; Monnet et al., 2008). 

Les conséquences, d’ordre physico-chimique et microbiologique, peuvent se résumer ainsi par 

(Béal et al., 2008) : 

- Accumulation d’acide lactique participant à la saveur des aliments fermentés ; 

- Abaissement progressif du pH des milieux de culture et des matrices alimentaires ; 

- Limitation des risques de développement des flores pathogène et d’altération dans les 

produits finaux ; 

- Déstabilisation des micelles de caséines, coagulation des laits et participation à la 

synérèse. 

Pour un ferment donné, il s’agit de permettre une vitesse d’acidification élevée et/ou d’atteindre 

un niveau d’acidité finale prédéfinie. Le niveau d’acidité dépend des spécifications du produit, 

lesquelles vont conditionner le choix des souches (Monnet et al., 2008). 

2.7.2 Aptitude protéolytique 

La croissance jusqu’à des densités cellulaires permettant aux bactéries lactiques d’assurer les 

fonctions de fermentation repose sur un système protéolytique capable de satisfaire tous les 

besoins en acides aminés en hydrolysant les protéines. Les bactéries lactiques démontrent des 

potentialités différentes, liées à leur équipement enzymatique, pour l’utilisation de la fraction 

azotée. Les lactobacilles présentent généralement une activité protéolytique plus prononcée que 

les lactocoques (Donkor et al., 2007 ; Monnet et al., 2008 ; Roudj et al., 2009). 

2.7.3 Aptitude lipolytique 

Les propriétés lipolytiques sont généralement faibles chez les bactéries lactiques, les 

lactocoques sont considérés comme plus lipolytiques que Streptococcus thermophilus et les 

lactobacilles. Elles peuvent cependant présenter un intérêt pour certaines applications 

fromagères (Béal et al., 2008). 
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D’une manière générale on distingue les estérases qui hydrolysent de façon 

préférentielle les esters formés avec les acides gras à chaîne courte (C2-C8) et les lipases qui 

sont actives sur des substrats émulsifiés contenant des acides gras à chaîne longue (>C8), ces 

enzymes sont impliquées dans l’hydrolyse de mono, di, et triglycérides (Béal et al., 2008 ; 

Serhan et al., 2009). 

2.7.4 Aptitude aromatisante 

Les bactéries lactiques sont capables de produire de nombreux composés aromatiques (tels que : 

l’α-acétolactate, l’acétaldéhyde, le diacétyle, l’acétoïne et 2,3 -butanediol, l’éthanol, l’acétate, 

le formiate,… etc.) Principalement à partir du lactose, du citrate, des acides aminés et des 

matières grasses. Cette fonctionnalité est particulièrement importante lors de l’élaboration des 

laits fermentés, des fromages frais, crèmes et beurre, dont l’arôme principal est lié à cette 

activité microbienne (Bourgeois et Larpent, 1996 ; Gerrit et al., 2005 ; Cholet, 2006). 

2.7.5 Aptitude texturante 

La capacité des bactéries lactiques à synthétiser des exopolysaccharides (EPS) joue un 

rôle important pour la consistance et la rhéologie des produits transformés. Les Lb. Delbrueckii 

ssp. Bulgaricus et Streptococcus thermophilus produisant des EPS sont utilisés dans la 

fabrication des yaourts, ceci afin d’améliorer la texture, éviter la synérèse et augmenter la 

viscosité des produits finis. L’utilisation des EPS produits par les souches Lc. lactisssp. 

cremoris est très prometteuse pour la structure et la viscosité des produits laitiers fermentés 

(Leroy et De Vuyst, 2004 ; Ho et al., 2007). 

2.8 APPLICATIONS INDUSTRIELLES DES BACTERIES LACTIQUES 

Les bactéries lactiques présentent des activités métaboliques assez diversifiées et une 

capacité d’adaptation à différents environnements. Cette diversité est responsable de leur large 

gamme d’applications à l’échelle industrielle (Streit et al., 2007). 

Dans l’industrie alimentaire, ces microorganismes permettent la conversion d’une grande 

variété de matières premières, conduisant ainsi à de nombreux produits : les saucissons, les laits 

fermentés, les fromages, les olives fermentés et certains vins. Parmi ces applications, l’industrie 

laitière est, sans doute, le plus grand utilisateur de ferments lactiques commerciaux (Axelsson, 

2004 ; Streit et al., 2007). 

Les bactéries lactiques sont également utilisées dans l’industrie chimique (production 

d’acide lactique), dans le domaine médical (notamment pour le traitement de 
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dysfonctionnements intestinaux) et dans l’industrie des additifs alimentaires (production 

d’exopolysaccharides). Elles sont aussi utilisées pour la production de bactériocines et des 

protéines thérapeutiques (Rodriguez et al., 2003). 
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 PARTIE EXPERIMENTALE 

3  CHAPITRE 03 :  MATÉRIELS ET MÉTHODES 

3.1 OBJECTIF  

Notre travail abordé est une étude : 

 De caractéristiques microbiologiques et biochimique du blé fermenté de type Hamoum. 

 Et l’isolement et l’identification des bactéries lactiques. 

3.2 LIEU DE TRAVAIL  

Notre travail expérimental a été réalisé au sein du laboratoire de microbiologie NO 3 et 

laboratoire de biochimie NO 1 au niveau de l’université Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem. 

3.3 MATERIEL EXPERIMENTALE 

3.3.1    Matériel végétal 

- Le choix de « Hamoum » comme matériel végétal est essentiellement dû au fait que ce 

type de blé dur est largement consommé et qu’il a été très peu étudié, comparativement 

aux autres céréales.  

- Le deuxième critère est La richesse de Hamoum par des microorganismes vivants qui 

assurent leur fermentation naturelle. 

3.3.1.1   Provenance de l’échantillon  

On a utilisé le « Hamoum » récolté des régions de Relizane. L’échantillon a été stocké sous 

froid dans un emballage alimentaire jusqu’à son utilisation.  

3.3.2 Les milieux de culture  

Les différents milieux de culture utilisés sont : 

- Milieu MRSm Gélose et MRS liquide : utilisé pour Favoriser la culture des Bactéries 

lactiques  

- Milieu M17 (Gélose) : utilisé pour Favoriser la culture des bactéries lactiques du Genre 

Lactococcus spp (Terzagui et Sandine, 1975). 
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3.3.3 Appareillage 

- Autoclave 

- Etuve bactériologique 

- Vortex 

- Balance de précision 

- Bain marie 

- Bec bensen 

3.3.4 Réactifs et solutions 

- Eau physiologique, 

- Solution Na Cl 9 % 

- Réactifs pour coloration du GRAM 

- L’eau oxygénée 

- Solution de NaOH 1N 

- Solution HCL 1N 

- Huile à immersion 

3.3.5 Verrerie et petit matériel 

- Erlen Myers, 

- Tubes à hémolyse en plastique (5 ml), 

- Micropipette (200 μl) et (1000 μl), 

- Mortier, 

- Cloches de Durham... 

- Tubes Eppendorf 

3.4 METHODES 

3.4.1 Isolement et purification des souches lactiques 

Trente souches de bactéries lactiques ont été isolées à partir d’échantillon de hamoum : 

L’isolement a été réalisé sur les milieux gélosé (MRSm, M17) en condition d’aérobiose. 

La méthode de dilution décimale : des tubes contenant 9 ml de solution MRS liquide, sont 

utilisés pour l’isolement des souches ensuite 1 ml de chaque dilution (10-1 à 10-8) est déposé sur 

les boites Pétri contenant les milieux solides M17 et MRSm et ensemencé par l’anse de platine 

pour l’obtention de colonies bien isolés.  
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L’isolement direct par méthode des stries sur la surface des boites Pétri contenant milieu Gélosé 

(M17 et MRSm). L’incubation des boites Pétris est réalisée dans l’incubateur à 30 °C et 37 °C 

et 25 °C pendant 24 h, 48 h ou 72 h dans l’étuve. 

La purification des souches a été réalisée par plusieurs repiquages sur milieux solides à partir 

des colonies bien isolées, à caractère catalase négative et Gram positif :  

Les souches bactériennes sont ensemencées par la méthode des stries sur milieu solide et 

cultivées à une température 30 °C et 37 °C et 25 ° C pendant 24 h, 48 h, Seules les bactéries à 

Gram positif et catalase négative ont été retenues. 

 

   

 

   

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6: protocole d’isolement des souches lactiques de Hamoum 

Incubation 
25 C ° 30 C° 

37 C °/24 à 48 h 
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Macération Ecrasement 

Filtration 

Purification  La lecture des résultats  
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3.4.2 Identification physiologique et biochimique des isolats 

Cette étude permet la sélection des isolats et leurs purifications selon les critères suivants : 

3.4.2.1  Observation macroscopique   

Une description des colonies observées sur les différents milieux a été effectuée. Cela concerne 

leur taille, leur couleur, leur forme, leur contour, leur viscosité, leur aspect (Badis et al., 2004). 

3.4.2.2  Production de catalase  

Ce test est utilisé pour différencier les bactéries catalase positive et catalase négative, la 

présence d’une catalase se traduit par l’apparition de bulles d’oxygène lors du contact de la 

bactérie avec l’eau oxygéné (H2O2) comme suit :  

𝐼𝑛𝑜𝑐𝑢𝑙𝑢𝑚 +  𝐻2𝑂2  →  𝐻2𝑂 +  ½ 𝑂2 

Nous avons déposé sur une lame quelque goutte d’eau oxygénée puis on a rajouté à l’aide d’une 

anse notre suspension bactérienne à partir de la colonie isolée et on les met en contact avec la 

goutte d’H2O2  

L’apparition ou non de bulle de gaz sur la lame témoigne respectivement la présence ou pas de 

la catalase dans le métabolisme bactérien (Stiles et holzapfel, 1997). 

3.4.2.3  Observation microscopique 

Basé sur la morphologie des cellules bactériennes et leur mode d’association observés par 

microscope optique. 

Observation microscopique d’un frottis coloré 

La réalisation de frottis de bonne qualité est une condition préalable à toute coloration  

Technique de préparation des frottis : 

Avant toute coloration, il faut réaliser un frottis, c’est-à-dire un étalement et fixation des 

bactéries sur une lame. La technique du frottis est fort simple : 

o Déposer sur une lame propre une goutte d’eau stérile si la culture prélevée est solide, 

puis prélever à l’aide de l’anse de platine une parcelle de la culture. 

o Mélanger afin d’obtenir une suspension homogène. 

o Réaliser le frottis en partant du centre de la lame, en décrivant avec l’anse des 

mouvements circulaires de façon à obtenir un étalement mince et homogène sur au 

moins 2/3 de la lame. 

o Sécher et fixer le frottis au-dessus de la flamme du bec Bunsen sans trop le chauffer. 
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o Une fois sec, passer dans la flamme le frottis 3 ou 4 fois une demi-seconde, pour le fixer. 

Le frottis étant fixé, la lame ne présente plus de danger de contamination. On peut alors 

effectuer la coloration désirée. 

Remarque : avant de colorer, attendre que la lame refroidisse sous peine de cristallisation du 

premier colorant ou de casse de la lame.  

3.4.2.4  Coloration de Gram 

La coloration de Gram est la base de l’identification d’une souche bactérienne. Elle doit 

être parfaitement maitrisée, car c’est le point de départ du choix des examens complémentaires 

à effectuer, des milieux à ensemencer. etc. 

Au terme du processus de coloration, les bactéries dites « Gram Négatives » apparaissent roses 

tandis que les bactéries dites « Gram Positives » sont colorés en bleu foncé/violet (Baldent, 

1997). 

Principe 

Les bactéries sont imprégnées par une première solution colorante, le violet de gentiane, 

puis elles sont fixées par un mordant, la solution de Lugol (solution d’iode dans l’iodure de 

potassium). On fait ensuite agir un décolorant (alcool le plus souvent), suivant la composition 

de leur paroi : certaines bactéries résistent à cette décoloration et apparaissent colorées en violet 

elles sont dites Gram positif. 

D’autres bactéries ne résistent pas et ne sont plus visibles. On doit donc utiliser un 

deuxième colorant de teinte contrastante (fuchsine, ou safranine, colorants rouges), ces 

bactéries apparaissent alors colorées en rose, elles sont dites Gram négatif (Baldent, 1997). 

Technique de coloration 

o Coloration par le violet : Recouvrir totalement la lame avec le violet de Gentiane 

o Laisser agir 20 secondes à 1 minute selon la force du colorant utilisé ; 

o Mordançage : Prendre la lame avec une pince et l’incliner légèrement. Éliminer le violet 

de gentiane en faisant couler sur la lame la solution de Lugol ; 

o Reposer la lame et la recouvrir de solution de Lugol. Laisser agir 15 à 20 secondes ; 

o Rejeter et remplacer par la même solution (2 fois en laissant agir chaque fois 20 

secondes) ; 

o Le temps de mordançage doit être égal ou légèrement supérieur au « temps de violet ». 
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o Décoloration par l’alcool, en laissant couler rapidement l’alcool sur le frottis, tenu 

verticalement ou en position très inclinée, jusqu’à ce que l’alcool s’écoule non teinté 

(5 à 10 secondes). 

o Rincer aussitôt à l’eau ; 

o Recoloration par la fuchsine : Recouvrir la lame d’eau et verser quelques gouttes de 

fuchsine à chaque extrémité du frottis. Ne jamais verser la fuchsine directement sur le 

frottis (risques de dépôts, de coloration trop intense) ; 

o Laisser la fuchsine 10 à 20 secondes ; 

o Rinçage et séchage : Rincer à l’eau et sécher entre deux feuilles de papier filtre ou à la 

chaleur du bec bunsen. 

3.4.3 Les tests biochimiques : 

3.4.3.1  Test de croissance à différentes températures  

Ce test permet de distinguer les bactéries lactiques mésophiles et les bactéries lactiques 

thermophiles. Le test est réalisé sur milieux MRS liquides à différentes températures 25 °C et 

40 ° C ,37 °C pendant 24 à 48 h, la croissance cellulaire est appréciée par la présence d’un 

trouble (Badis et al., 2005 ; Hariri et al., 2009). 

3.4.3.2  Test de Croissance à différentes concentrations de NaCl  

Généralement, les bactéries lactiques ne poussent pas dans des bouillons hypersalés, 

pour cela trois milieux de MRS liquides ont été utilisés contenant différentes concentrations de 

NaCl : (1 g de NaCl par 100 ml de milieu), 2 %, 4 % et 6,5 %, avec un pH de 6,5 pendants 24 

à 72 heures (Carr et al., 2002). Le développement des cultures a été apprécié par comparaison 

avec un tube témoin non ensemencé, incubé dans les mêmes conditions (Badis et al., 2005). 

Pour réaliser ce test, nous avons préparé le milieu, MRS liquide avec 2 % 4 % et 6,5 % 

NaCl ; Après ensemencement de ces deux milieux par la souche à tester et incubation à 37 °C 

pendant 24 heures, la croissance est remarquable par la présence d’un trouble (Hariri et al., 

2009). 

3.4.4 Test de croissance dans différents pH 

Le test est réalisé sur milieux MRS liquides à différents pH : 4 et 6 et 9 pendant 24à 48 heures, 

la croissance est appréciée par l’examen des milieux, la croissance cellulaire est 

Appréciée par la présence d’un trouble en bas du tube (Hariri et al., 2009). 



R.Boudifi et Z.Houcine (2019). Isolement et Identification des bactéries lactiques à partir de blé fermenté type « HAMOUM » – Master – Univ Mosta. 

 

 

  

25 

3.4.5 TSI (Gélose Glucose-Lactose-Saccharose-H2S): 

La gélose TSI (Triple Sugar Iron) permet la mise en évidence rapide de la fermentation du 

lactose, du glucose (avec ou sans production de gaz), du saccharose et de la production de 

sulfure d’hydrogène. 

Les fermentations sucrées se traduisent par une acidification qui fait virer au jaune le rouge de 

phénol (indicateur pH).  

- Pour faciliter la détection des germes qui fermentent uniquement le glucose, la concentration 

de ce sucre a été abaissée au 1/10ème de celle du lactose ou du saccharose, de telle façon que 

la faible quantité d’acide produite sur la pente pendant la fermentation s’oxyde rapidement, ce 

qui entraîne un retour rapide à la coloration rouge ou bien à une ré-alcalinisation plus 

prononcée. Par contre, la réaction acide (couleur jaune) est maintenue en profondeur dans le 

culot du tube.  

- Les germes qui fermentent le lactose ou le saccharose font virer au jaune la pente du tube.  

- Les microorganismes ne fermentant aucun des trois sucres ne modifient pas la couleur du 

milieu.  

- La production de sulfure d'hydrogène se manifeste dans le culot par l’apparition d’une 

coloration noire de sulfure de fer qui est due à la réduction du thiosulfate en présence de citrate 

ferrique.  

- La production de gaz (hydrogène, dioxyde de carbone) résultant des fermentations sucrées se 

traduit ou bien par l’apparition de bulles ou bien par la fragmentation de la gélose. 

À l’aide d’une anse contenant des colonies prélevées, on ensemence la pente puis le culot d’un 

tube par piqûre centrale. L’incubation se fait à 30 ° C pendant 48 à 72 h. 

 Une coloration jaune de la pente indique un lactose positif. 

 Une coloration jaune du Culot montre un glucose positif. 

 Une coloration jaune de la zone intermédiaire indique un saccharose positif. 

Ce test permet également la production de H2S (noircissement de la zone joignant la pente et le 

culot) et de Gaz (bulles dans la gélose) (Giraud, 2003). 
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3.4.6 Type fermentaire 

Dans des tubes à essai on a versé un milieu bouillon MRS et entreposé des cloches de Durham 

pour mettre en évidence la production de gaz. Ensuite on a ensemencé les souches.  

Les souches homofermentaires vont produire 90 %d’acide lactique et seulement 10 % de CO2, 

par contre les souches hétérofermentaires vont produire l’acide lactique et le CO2 à proportions 

égales (Carr et al., 2002). 

3.4.7 Croissance sur le lait bleu de Sherman  

On test le développement en présence 1 % et 3 % de bleu de méthylène. Le lait écrémé 

additionné de 0,1 % et 0,3 % de bleu de méthylène (1 ml de solution à 1 % et 3 % par tube de 

9 ml de lait) est ensemencé et incubé à 30 °C durant une période de 24 à 48 h (Leveauet al., 

1991). Ce test permet la différenciation entre certains genres lactiques (Guirraud, 1998). 

3.4.8 Test Mannitol-Mobilité  

Des souches ainsi que la fermentation du mannitol sont étudiées sur le milieu Mannitol-

Mobilité. La technique consiste à ensemencer le milieu cité ci-dessus maintenu dans des tubes 

à essai en une seule piqûre centrale. L’incubation est effectuée à 37 °C pendant 24 h. La 

fermentation du mannitol est traduite par un virage au jaune du milieu de culture (Guiraud, 

2003, Denis et al., 2007). 

3.4.9 Test de citrate de Simmons  

Ce milieu ne contient qu’une seule source de carbone : le citrate ; seules les bactéries 

possédant une citrate-perméase sont capables de se développer sur ce milieu. La pente du milieu 

est ensemencée selon une strie longitudinale au moyen d’une anse contenant une colonie et 

incubé à 30 °C pendant 5 jours.  

 Citrate-positive : culture avec alcalinisation du milieu (virage de l’indicateur au bleu).        

 Citrate négative : pas de culture (coloration verte de milieu inchangée) (Marchal et al., 

1991). 

3.4.10 Test de production d’acétone (VP/RM) 

La recherche de l’acétoïne est testée par la réaction de Voges-Proskauer (VP) (Harrigan et 

McCance, 1976 ;Zourari et al., 1991 ;Facklam et Elliot, 1995). 

Des tubes contenants chacun 5 ml de milieu Clark et Lubs sont ensemencés à l’aide d’une 

anse, après incubation à 30 °C pendant 18 à 48 h, on ajoute trois gouttes de réactif VP1 et le 
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même volume du réactif VP2 (alpha-naphtol à 6 % dans l’alcool à 95 °). On Agite 

soigneusement les tubes et on attend un temps maximum de 10 min.  

Une teinte rouge cerise (anneau) indique une réaction VP positive (Marchal et al., 1991). 

Le rouge de méthyle différencie le processus de fermentation, il est jaune au-dessus d’un 

pH de 6,3 et rouge en dessous de 4,2. La production d’acetylméthylcarbinol se révèle par 

l’apparition d’une coloration rouge en surface du milieu. 

Après incubation, transvaser 2 ml du milieu dans un autre tube et ajouter 1 à 2 gouttes d’une 

solution à 0,5% de rouge de méthyl dans l’alcool à 60°. Une coloration rouge du milieu, 

correspondant à un pH inférieur à 4,2, est considérée comme positive. Une coloration jaune du 

milieu, correspondant à un pH supérieur à 6,3, est considérée comme négative. 
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4  CHAPITRE 04 :  RÉSULTATS ET DISCUSSION 

4.1 IDENTIFICATION DES BACTERIES LACTIQUES 

4.1.1 Aspect macroscopique 

Après 24 d’incubation de 30 souches à T 37 °C, 30 °Cet 25 °C, On obtient des colonies 

distinctes qui vont servir par la suite à effectuer les différentes étapes d’isolement et de 

Repiquage des souches bactériennes pour identifier.  

La Pureté des 10 souches est révélée par des colonies homogènes ayant le même aspect extérieur 

(couleur blanchâtre, petite taille et forme ronde) (Guiraud, 2003, Idoui et al., 2009). Et des 

colonies couleur blanchâtre qui sont entourées par une zone transparente. (Figure 7 et Figure 8)  

 

 

 

 

 

 

Figure 7: Aspect macroscopique des bactéries lactiques isolé sur milieu MRSm 

 

 

 

 

 

 

Figure 8: Aspect macroscopique des bactéries lactiques isolé sur milieu M17 

Tableau 2: Aspect macroscopique des souches isolées 
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SOUCHES MILIEUX CARACTÉRISTIQUES MACROSCOPIQUES 

  Forme Taille Couleur 

Y1 MRS 37 °C Sphérique Très Petite Blanchâtre 

Y2 MRS 37 °C Sphérique Très Petite Blanchâtre 

Z1 M17 25 °C Sphérique Très Petite Blanchâtre 

Z1’ MRS 30 °C Sphérique Très Petite Blanchâtre 

E1 MRS 37 °C Sphérique Très Petite Blanchâtre 

1 MRS 37 °C Sphérique Très Petite Blanchâtre 

2 MRS 37 °C Sphérique Très Petite Blanchâtre 

I1 MRS 37 °C Sphérique Très Petite Blanchâtre 

G1* MRS 25 °C Sphérique Très Petite Blanchâtre 

I2 MRS 30 °C Sphérique Très Petite Blanchâtre 
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Tableau 3: observation microscopique des isolats 

SOUCHE CATALASE GRAM OBSERVATION PHOTOS 

Y1 - + Bacille 

 

Y2 - + Bacille 

 

Z1 - + Bacille 

 

Z1’ - + Bacille 

 

E1 - + Cocci 

 

1 - + Bacille 

 

2 

 
- + Bacille 
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I2 - + Bacille 

 

I1 

 

 

 

+ Bacille 

 

G1* 

 
- + Cocci 

 

 

Après la coloration de Gram, nous avons passé à l’observation microscopique aux 

grossissements (G : 10x 100) avec l’huile à immersion, où nous avons pu observer que les 

bactéries étaient Gram positif apparaissant sous différentes formes. L’observation 

microscopique a montré que les souches étudiées sont des lactobacilles et des Cocci de 

différentes formes, il y a 2 Cocci et 8 lactobacilles de différentes formes.  

Les 10 souches à Gram positif sont conservées pour l’identification et les tests qui restent
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4.2 TESTS BIOCHIMIQUES 

4.2.1 Test de croissance à différentes températures : 

Ce test permet de savoir si les bactéries lactiques peuvent croitre dans les différentes 

températures (figure 09) 

 

 

 

 

 

 

Figure 9:  la croissance des isolats à différentes températures des isolats 

  

Tableau 4: les résultats de la croissance des bactéries dans des différente températures 

TEMPERATURES  T ° 25 T ° 37 T ° 40 

LE TEMPS  24 h 48 H 24 h 48 H 24 h 48 H 

LES SOUCHES 

I1 + S + S + S 

E1 + F + F -  

1 + F + S -  

2 + S + S -  

Y1 + F -  -  

Y2 + S -  -  

G1* + S +  + F 

   

F : faible réaction  

S : sans réaction  
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4.2.2 Test de Croissance à différentes concentrations de NaCl 

Ce test permet de savoir si les bactéries lactiques peuvent croitre dans des différentes 

concentrations de NaCl (2 % 4 % 6.5 %) 

 

 

                                       Figure 10: Témoin et résultat du test avec la souche E1 dans 

Sous Les 3 concentration 2, 4, 6.5 % 

Tableau 5: les résultats du test NaCl 

SOUCHE CONCENTRATION DE Na CL 

 0,2 % 0,4 % 0,65 % 

E1 + + - 

I1 + + + 

1 + + + 

Y2 + + + 

Y1 + + + 

G1* + + + 

  

Le résultat obtenu de la croissance des cinq souches, six à 6,5 % de NaCl ont une similarité 

concernant les Leuconostocs avec les quels, la croissance se traduit par un trouble bactérien 

visible à l’œil nu. Nos résultats sont similaires à ceux obtenus par Zadi et Karam (2006), sur la 

confirmation de l’identification des lactocoques resistant à 6,5 % de NaCl qui appartiennent 

aux espèces Leuconostoc.   

 

 

2 % 4 % 6, 5 % 
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4.2.3 Test de production d’acétöine (VP/RM) 

Ce test permet de rechercher l’acétoine apparition d’une teinte rouge cerise (anneau) indique 

une réaction VP positive. 

 

 

 

 

 

 

Figure 11: Représente le résultat négatif du test 

 

4.2.4 Test de croissance dans différent pH  

Ce test permet de savoir si les bactéries lactiques peuvent croitre dans des différentes 

concentrations du pH (4, 6 et 9.)  

Tableau 6: représente les résultats du test 

SOUCHE pH 

 4 6 9 

E1 N.R R R 

I1 N.R R R 

1 F.R R R 

Y2 N.R R R 

Y1 R R R 

G1* N.R R R 

  

N.R  :na pas réagie  

R : réaction  

E1 I1 1 Y2 Y1 G1* 
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La croissance sur un milieu MRS à pH 9 se traduit par un trouble bactérien visible à l’œil nu. 

Toutes les souches poussent sur le milieu comme le montre le Tableau 6. 

 

 

 

4.2.5 TSI (Gélose Glucose-Lactose-Saccharose-H2S): 

La gélose TSI (Triple Sugar Iron.) permet la mise évidence rapide de la fermentation du lactose, 

du glucose (avec ou sans production de gaz), du saccharose et de la production de sulfure 

d’hydrogène représente les résultats après l’incubation de 24 h sous une température de 30 ° C. 

Les résultats sont présentés dans la figure suivante :  

Figure 12:   le résultat positif du test TSI. 

 

 

 

Figure 12:   le résultat positif du test TSI. 

 

   

48 H 24 H 48 H 24 H 48 H 24 H 
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Figure 13  les résultats du test avec les souches y2, y1, E1, g1*, I1, Z1 après 24 h et 48 h 

4.2.6 Type fermentaire  

Ce test permet de vérifier la production du gaz par les bactéries lactiques, mais aussi leur type 

fermentaire à savoir homofermentaire ou heterofermentaire. 

Apres l’incubation du 24 h à 30 C°, on a remarqué un changement de couleur sans la présence 

des bulles de gaz dans la cloche de Durham (Figure 14)  

 

 

 

 

 

 

Figure 14: le témoin du test et le virage du couleur de milieu après 24 h d’incubation. 

 

4.2.7 Croissance sur le lait bleu de Sherman 

Ce test indique l’aptitude des bactéries à pousser en présence de bleu de méthylène. 

Chaque culture à tester a été ensemencée dans le lait écrémé au bleu de méthylène à 1% et à 

3%. Après une incubation à 37°C pendant 24 à 48 h, on note les observations relatives à la 

réduction de bleu de méthylène et la coagulation du lait. 

Le bleu de méthylène tire sa couleur grâce à l’oxygène, ce test porte toujours sur le système 

respiratoire des lactocoques, car vu que ce sont des microaérophiles, ils ne vont utiliser qu’une 

faible partie de l’oxygène présent dans le bleu de méthylène (3%) et de ce fait la couleur du lait 

24 H 48 H 24 H 48 H 24 H 48 H 

Témoi
n 
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(bleue) ne virera que légèrement ver le blanc et ce contrairement aux entérocoques (aérobies) 

qui utilisent tout l’oxygène du bleu de méthylène (larpent et larpent,1990). 

 

 

 

 

 

 

Figure 15: Lait écrémé avec (1 %) Bleu de méthylène 

 

 

 

 

 

Figure 16: Lait écrémé avec (3 %) Bleu de méthylène 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17: les témoins du test lait sherman 
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Figure 18: les résultats du test de lait sherman après 24 h et 48 h d’incubation 

4.2.8 Mannitol de mobilité : 

Ce test permet de savoir s’il y a une : 

Une fermentation du Mannitol : les bactéries mannitol positif acidifient le milieu qui vire 

alors au jaune (grâce au rouge de phénol) 

La mobilité : du fait de la faible teneur en gélose du milieu (gélose molle), les bactéries peuvent 

s’y déplacer : 

- Mobilité + : les bactéries mobiles troublent le milieu.   

- Mobilité - : les bactéries immobiles persistent le long de la piqûre centrale. 
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Figure 19: résultats négatifs du test mannitol mobilité. 

4.2.9 Test de citrate de Simmons 

Le citrate de Simmons est un milieu de culture les bactéries lactiques utilise le citrate comme 

une seule source de carbone. 

Le resultat du test : 

 

 

 

 

 

 

Figure 20: résultat du test citrate 
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4.2.10 La synthèse des exopolysaccharides : 

Dans ce test les bactéries ont la propriété de synthétiser une capsule de nature 

polysaccharidique. 

En effet, certains exopolysaccharides présentent des propriétés particulières de viscosité. Dans 

ce cas il y’a une croissance des souche bactérienne (Figure 21). 

La production des EPS qui peuvent être localisé soit dans la capsule, soit étroitement liée à la 

paroi de la cellule bactérienne ou secrété sur milieu extérieur sous forme de dextrane 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 21: croissance de souche dans le milieu hypersucré 

 

Les souches à tester ont été ensemencées en stries sur gélose hypersaccharosée déjà coulée et 

solidifier. Après incubation à 37°C pendant 24 h, la production des exopolysaccharides se 

manifeste par l’apparition de colonies larges et gluantes (leveau et al., 1991)
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CONCLUSION 

Notre objectif de cette étude est de faire une recherche sur l’un des constituants bénéfiques 

d’un blé fermenté traditionnel appelé « Hamoum » qui sont les bactéries lactiques,  

Les bactéries lactiques jouent un rôle très important dans la préservation de l’équilibre 

de la flore microbienne et la stabilisation des produits finaux de la fermentation (Ennadir et al. 

2014).  

Les études des principaux caractères morphologiques, biochimiques et physiologiques 

de la microflore lactique du blé fermeté a été réalisée en suivant les recommandations d’études 

similaires (Carr et al., 2002 ; Guiraud, 2003, Alxelssson, 2004 ; Katina et al., 2007).  

L’évaluation de la flore dans les échantillons de blé fermentés montre la dominance de la flore 

lactique par rapport à la flore fongique, cela peut être justifié par les conditions de la 

fermentation dans les fûts qui ne favorisent pas le développement fongique (atmosphère 

confinée), lorsque le blé fermenté est utilisé pour l’isolement des bactéries lactiques (Kermiche 

M, 2013). 

Les souches de bactéries lactiques pouvant présenter des potentialités fermentaires 

intéressant les industries alimentaires et pharmaceutiques (Kacem et al. 2002). Dans ce contexte 

notre étude s’intéresse à isoler et caractériser des bactéries lactiques. Ennadir et al. (2013) ; 

Mokhtari, (2014) ont pu isoler différentes souches à partir de blé dur algérien fermenté de type 

Hamoum. 

Afin d’isoler des bactéries lactiques, on a réalisé des dilutions décimales à partir des 

échantillons du blé et. Les 3 dernières dilutions ont été ensemencées en surface de la gélose 

MRS. Les souches sont incubées à 37 °C pendant 48 h à 72 h, des colonies blanchâtres, rondes 

à contour régulier apparaissent à la surface de la gélose (Guetarni, 2013). 

Nous avons isolé, 6 souches de ces bactéries à partir de ce blé dans des milieux différents 

(MRSm, M17), les études des principaux caractères morphologiques, biochimiques et 

physiologiques de la microflore lactique du blé fermeté a été réalisée en suivant les 

recommandations d’études similaires (carr et al., 2002 ; Guiraud, 2003, Alxelssson, 2004 ; 

Katina et al., 2007).  
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6 isolats étaient Gram positifs et catalase négatives (4 de formes bacillaires ; 2 de formes cocci). 

Ces bactéries lactiques ne produisent pas l’acétoine. D’autre part, ces souches sont également, 

toutes capables de croître à 45 °C, à 6,5 % de Na Cl. 

L’activité acidifiante est l’une des principales fonctions des bactéries lactiques. La mesure de 

l’activité acidifiante consiste à suivre la croissance des bactéries à ph 4 ; 6 ; 9  

 

Dans cette étude, trente souches ont été isolées et purifiées à partir du blé fermenté 

« Hamoum » ; on en a retenu quarante-deux souches. L’identification des souches a été réalisée 

par la détermination des caractéristiques morphologiques, physiologiques et biochimiques. 

La richesse du blé en amidon et en protéines qui constituent des excellents substrats pour 

la synthèse des enzymes amylolytiques et protéolytiques chez les bactéries lactiques et les 

levures, ce qui est appréciable pour augmentation de la digestibilité des protéines et des sucres 

du blé. La fermentation naturelle est donc un moyen économique et efficace pour améliorer la 

qualité nutritionnelle et sanitaire des aliments ; les aliments fermentés participent aussi à 

l’identité culturelle, et ce procédé de fabrication doit se perpétuer.  
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ANNEXES 

ANNEXE I : LES MILIEUX D’ISOLEMENT 

Milieux solides  

Milieu MRS cat 12 15/MRSm (pH 6.5) 

Peptone                                10 g 

Extrait de viande.                  10 g 

Extrait de levure.                  5 g 

Glucose au lieu du dextrose  20 g 

Tween 80.                             1 ml 

Phosphate dipotassique   H2PO4       2 g 

Acétate de sodium.                5 g 

Citrate d’ammonium.           2 g 

Sulfate de magnésium.    MgSO4     0.2 g 

Sulfate de manganèse      MnSO4 0.5 g 

Agar (cat 611001)                18 g 

Carbonate de calcium      CaCO3                                   5 g 

Azide de sodium              NaN3      0.01 g 

Eau distillée                       QSP  1000 ml 

 

Ajustez le pH à 6.5±0.2. Stérilisation à l’autoclave à 120°C pendant 15 min. 

 (T. ONDA, F. YANAGIDA, T. UCHIMURA, M. TSUJI, S. OGINO, T. SHINOHARA A N D K. Y 

OKO T S U KA. 2002.) 

 

Milieu M17- agar cat 1318 (ph 5.7) 

M17 déshydraté                 55.25 g 

Agar (cat 611001)                1 g 

Eau distillée                       QSP  1000 ml 

 

Ajustez le pH à 5.7±0.2 

Stérilisation a l’autoclavage à 120°C pendant 15 min. 

 

 

Citrate de Simon (pH 6.9)  

Ammonium dihydrogène phosphate                             1 g 
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Phosphate dipotassique   H2PO4       1 g 

Citrate de sodium.                2 g 

Chlorure de sodium           5 g 

Sulfate de magnésium.    MgSO4     0.2 g 

Agar (cat 611001)                15 g 

Bromothymol bleu                       0.08 g 

Eau distillée                       QSP  1000 ml 

 

Repartir à raison de 9 ml dans des tubes, Stérilisation a l’autoclave à 120°C pendant 20 min et laisser 

refroidir en position inclinée. 

Milieux liquide   

Milieu MRS cat 12 15 (pH 6.5)  

MRS déshydraté                 52.25 g 

Eau distillée                       QSP  1000 ml 

 

Milieux MRS + cloche de durham (pH 6.7) 

MRS déshydraté                 52.25 g 

Bromothymol   pourpre                   0.05 g 

Eau distillée                       QSP  200 ml 

Cloche de durham    

Repartir dans des tubes à raison de 5 ml, Stérilisation a l’autoclave à 120°C pendant 20 min. 

 

Milieu lait de Sherman 

Lait écrémé 9 ml 

Bleu de méthylène                   1% et 3% 

 

Repartir dans des tubes, Stérilisation a l’autoclave à 120°C pendant 20 min. 

Milieu Clark et Lubs 

Peptone 7 g 

Glucose 5 g 

Phosphate dipotassique   H2PO4       5 g 

Eau distillée                       QSP  1000 ml 

pH final à 25°C : 7,0  0,2. Repartir dans des tubes, Stérilisation a l’autoclave à 120°C pendant 20 min 
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ANNEXE II : COLORATION DE GRAM 

 

 La coloration de Gram a été réalisée selon la technique suivante : 

o Sur une lame, fixer à la chaleur une culture bactérienne 

o Recouvrir la lame avec la solution de violet de gentiane pendant 1 min  

o Ajouter du lugol pendant 1 min 

o Décolorer avec de l’alcool pendant 8 secondes, puis rincer à l’eau. 

o Faire une contre coloration en utilisant la fuschine et laisser agir 1 min ;  

o Laver à l’eau 

o Après séchage, soumettre la lame à une observation microscopique à immersion (x100). 

Les bactéries à Gram positif apparaissent en violet et les bactéries à Gram négatif en rose. 
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R E S U M E  

Les céréales sont la base de l’alimentation humaine où ils ont une propriété qui peut nous apporter des bienfaits pour la santé 

humaine ; Les graines germées sont de véritables superaliments aux mille et une vertus. Leurs propriétés nutritionnelles offrent 

une source privilégiée de micro-nutriments essentiels (vitamines, minéraux et enzymes) à notre santé.  Avec des saveurs et des 

couleurs variées, elles se consomment facilement et apportent bien-être dans notre assiette et dans notre corps. 

« Hamoum » est fabriqué à partir de blé fermenté. Historiquement, le blé fermenté naturel a fait l’objet d’un produit à caractère 

alicament dans la prévention et le traitement de nombreuses complications physiopathologiques intestinales, En Algérie, le blé 

était historiquement conservé dans des silos souterrains appelés matmora. Les grains de blé humidifiés, en profondeur du silo, 

subissent une fermentation spontanée. 

L'objectif de cette étude est l’isolement et l’identification des bactéries lactiques on se basant sur les caractéristiques 

microbiologiques et biochimiques du blé fermenté du Hamoum. 

Dans cette étude, trente souches de bactéries lactiques ont été isolées et purifiées à partir du blé fermenté « Hamoum » ; on en 

a retenu 10 souches. L’identification des souches a été réalisée par la détermination des caractéristiques morphologiques, 

physiologiques et biochimiques 

 

Mot clé : Blé fermenté (Hamoum), matmoura, la fermentation, l’isolement, l’identification, bactéries lactiques 

 

 

 

A B S T R A C T :  

           Cereals are the basis of human food, they have a property that can bring benefits to human health; Sprouted seeds are 

true powerful foods with a thousand and one virtues. Their nutritional properties offer a privileged source of essential micro-

nutrients (vitamins, minerals and enzymes) for our health. With their varied flavours and colours, they are easy to consume and 

bring well-being to our plates and bodies.  

"Hamoum" is made from fermented wheat. Historically, natural fermented wheat has been used as an alicament-based product 

to prevent and treat many intestinal physiopathological complications. In Algeria, wheat was historically stored in underground 

silos called matmor. The moistened wheat grains, deep in the silo, undergo spontaneous fermentation.  

The goal of this study is the isolation and identification of lactic acid bacteria based on the microbiological and biochemical 

characteristics of fermented wheat of the Hamoum. In this study, thirty strains of lactic acid bacteria are isolated and purified 

from the fermented wheat "Hamoum"; 10 strains will be retained. Strain identification are achieved by determining 

morphological, physiological and biochemical characteristics. 

 

 

Keyword: Fermented wheat (Hamoum), matmoura, fermentation, isolation, identification, lactic bacteria. 
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