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Résumé

La présente étude a pour but d’isoler et d’identifier les bactéries lactiques afin de sélectionner
des souches ayant un bon pouvoir technologique permettant d’avoir nos propres maticres
premieres fiables et propres a notre pays qui contribuent a la production nationale des dérivés
laitiers. Un total de 280 souches a été isolé a partir de 19 échantillons provenant de cing types
des produits laitiers artisanaux préparés a base du lait cru de vache et chevre et collecté au
niveau des fermes situées dans différentes régions Algériennes.

L’identification MALDI-TOF MS a révélé la présence de 7 espéeces : Lactobacillus fermentum,
Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum, Enterococcus faecalis, Lactococcus lactis ssp
lactis, Lactobacillus paracasei ssp paracasei et Lactobacillus paraplantarum. Cependant,
I’identification par PCR et séquencage de I’ARN 16S a montrée que les souches appartiennent
aux especes Limosilactobacillus fermentum, Lactiplantibacillusplantarum, Lactiplantibacillus
pentosus et Enterococcus faecium. En outre, Les séquences de nos souches ont été publiées
dans la base de données GenBank.

Les résultats ont permis de sélectionner 5 souches ayant une activité lipolytique variée de
13.66+1.154 a 20.67+£0.577 et 4 souches qui sont douées d’une activité aromatisant et
acidifiante en diminuant le pH a 4.90 et produisant une acidité se situant dans I’intervalle 67
<°D< 59 aprés 4 h dont le temps de coagulation était 8 a 10h avec un taux de synerése qui ne
dépasse pas 1.80%. De plus, les résultats probiotiques étaient intéressants. D’autre part,
I'application de nossouches dans la préparation du yaourt a donné une meilleure qualité
organoleptique. Toutefois,la flore lactique a été trouvée viable dans le produit fini.

Suite a ces résultats satisfaisants et prometteurs, nous pouvons affirmer que nos souches ont des
fonctionnalités Technologiques convenables pour la préparation des produits laitiers et peuvent

étre exploitées comme levains lactiques dans I’industrie laitiére.

Mots clés : Bactéries lactiques, produits laitiers artisanaux, MALDI-TOF MS, PCR,
Séquencage de ’ARN 16S, Aptitudes technologiques, lait fermenté « Yaourt ».



Abstract

The present study aimed to isolating and identifing Lactic acid bacteria for the selection of
strains with good technology performance to have our own reliable and country specific raw
materials that contribute to the national production of milk derivatives. A total of 280 strains
were isolated from 19 samples coming from five types of artisanal dairy products prepared from
raw cow and goat milk and collected from farms located in different Algerian regions. The
MALDI-TOF identification revealed the presence of 7 species: Lactobacillus fermentum,
Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum, Enterococcus faecalis, Lactococcus lactis ssp
lactis, Lactobacillus paracasei ssp paracasei et Lactobacillus paraplantarum. However, the
identification using PCR and 16S RNA sequencing showed that the strains belong to the species
Limosilactobacillus fermentum, Lactiplantibacillusplantarum, Lactiplantibacillus pentosus et
Enterococcus faecium, the sequences of our strains have been published in the GenBank
nucleotide database. the results have allowed the selection of 5 strains with a range of lipolytic
activity of 13.66+1.154 to 20.67+£0.577, and 4 strains with aromatizing and acidifying
properties, which brought the pH down to 4.90, produced an acidity at67 <°D< 59 after 4h, and
had a coagulation time of 8 to 10 hours and a syneresis rate of no more than 1.80%. in addition,
the utilization of our strains in the preparation of Yogurt has demonstrated clearly a better

organoleptic quality. Furthermore, the lactic flora was found viable in the final product.

These promising results affirm that our strains possess technological characteristics suitable for

the manufacturing of dairy products and can be harnessed as lactic starters in the dairy sector.

Keywords: Lactic acid Bacteria, Artisanal dairy products, MALDI-TOF MS, PCR, 16S RNA
sequencing, Technological properties, Fermented milk” Yoghurt.”
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Introduction

Introduction

Les bactéries omniprésentes dans I’environnement et dans 1’organisme humain, les bactéries
occupent une place prépondérante dans la préoccupation de 1’hygiéniste. Sont des étres vivants
microscopiques qui représentent la biomasse la plus importante de la terre, elles sont avant tout
indispensables a 1’équilibre de la biosphére en participant aux cycles élémentaires de la nature
et sont largement utilisées pour la production du bien ou du service dans le contexte de la
biotechnologie. Parmi ces bactéries, les bactéries lactiques sont tres répandues dans la nature et
sont considérées comme un groupe de micro-organismes technologiquement fondamental. De
fait, de leurs activités métaboliques, particulieérement la production d’acide lactique qui est
essentielle a la production des aliments fermentés. Elles sont connues également pour leur
pouvoir dans la coagulation et I’acidification, leur pouvoir protéolytique, leur activité
aromatisante, leur production de polysaccharides, leur activité antimicrobienne qui joue un réle
crucial dans la conservation des aliments et a I’inhibition des germes pathogenes, et pour leur
status GRAS (Abhyankar et al., 2022). Depuis plusieurs années, un intérét considérable est
développé au cours de I’utilisation des bactéries lactiques a effet bénéfique par des industries
spécialisées pour des applications alimentaires et des efforts ont été consacrés pour affermir la
comprehension de la physiologie et la génétique des bactéries utilisées et comprendre leurs
propriétés, toutes ces recherches ont permis aux microbiologistes et aux industriels de choisir
les meilleures souches pour améliorer le rendement de la productivite, la qualité et la sécurité
des produits. La sélection des souches performantes pour leur utilisation nécessite 1’étude de
leur performance technologique et la connaissance de leur identité. Précédemment, les bactéries
lactiques ont été identifiées par des tests phénotypiques qui ont une faible puissance de
distinction, par contre, de nouvelles techniques ont été inventées telles que la réaction en chaine
par polymérase (PCR) et I'amplification de I'ARN ribosomal 16S (Benamara et al., 2016 ;
Dahou et al., 2021 ; Patil et al., 2015), I'analyse des enzymes de restriction par électrophorese
sur gel a champ pulsé (REA-PFGE) (Domingos-Lopes et al., 2017) qui permettent une
identification pouvant atteindre au niveau de la sous-espéce avec une bonne précision et ont une
bonne discrimination. Actuellement, la consommation des produits laitiers fermentés a connu
une croissance continue et est tres appréciée dans notre société. Au niveau industriel lagbrication
de ces produits nécessite I’utilisation des levains lactiques. En outre, ’absence de laproduction
nationale de ces levains astreint notre pays a recourir a des importations qui ont uncodt trés
élevé en devises. Nous nous sommes intéresses a cette problématique. Notre but c’est la

recherche des souches ayant un bon pouvoir technologique pour réaliser nos propres matieres



Introduction

Premiéres fiables et propres a notre pays qui contribuent a la production nationale des divers
dérivés laitiers et qui participent a I’amélioration de rendement de la productivité. Nous
envisageons dans notre recherche de diminuer I’'importation de ces produits et d’apporter une
contribution dans le developpement et I’essor économique de notre pays dans le domaine agro-
alimentaire. Pour atteindre notre but, nous avons ciblé les objectifs qui visent dans un premier
temps a isoler les bactéries lactiques a partir des produits de terroir, puis les identifier par des
techniques phénotypiques, protéomiques et génétiques. Ensuite, les caractériser en fonction des
activités technologiques suivantes : activité acidifiante et coagulante, activité protéolytique,
activité lipolytique, activité antimicrobienne, activité autolytique, activité texturant et
épaississante, activité aromatisant et activité probiotique. Dans un deuxieme temps nous
envisageons de préparer un lait fermenté « Yaourt étuvé » en appliquant les souches
performantes isolées puis étudier leur qualité organoleptique, physico-chimique et

microbiologique.

Notre manuscrit est structuré en trois parties, la premiere est consacrée a une synthese
bibliographique articulée autour de deux grandes parties qui vont traiter les bactéries lactiques
et leurs techniques d’identification, et I’intérét de leurs propriétés technologiques et
probiotiques, puis la deuxieme partie donne une présentation sur les produits laitiers fermentés
et leur intérét. Dans la seconde partie du manuscrit, nous abordons les méthodes mises en ceuvre,
et pour la derniére partie, les résultats obtenus sont interprétés et discutés. Finalement, une

conclusion générale avec les principales perspectives envisageées.
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1. Bactéries lactiques
1.1. Généralités

Les bactéries lactiques sont des organismes microscopiques omniprésents qui existent dans une
variété d’habitats riches en nutriments tels que le lait, la viande, les boissons, les céréales ...etc,
donc en raison de leur meilleure adaptabilité, elles existent dans diverses niches écologiques
plantes, bouche humaine, gastro-intestinal et les régions génito-urinaires et les animaux. Le nom
« BL » est étendu aux bactéries, notamment les cellules procaryotes sous forme de bacilles,
cocci ou coccobacilles de I’ordre « Lactobacillales » classe des « bacilli » phylum« des
firmicutes »qui comprend six familles et chaque famille comprenne différents genres ( Tableau
1) , Gram positif, non sporulant, micro-aérophiles ou anaérobies, catalase négative (certaines
ont de la pseudo catalase), la plupart immobile, pas de nitrate réductase ou de cytochrome
oxydase, et moins guanine-cytocine (G+C) 50%. Elles sont définies comme des organismes de
qualité alimentaire avec le status « GRAS » qui peuvent étre consommés sans danger
(Papadimitriou et al., 2016).

Elles sont trés exigeantes et leur croissance nécessite des nutriments tres complexes tels que des
minéraux, des glucides fermentescibles, des vitamines, des acides aminés et des acides gras.En
général, ces bactéries de qualité alimentaire constituent une partie importante de la production
d’aliments fermentés, elles sont davantage impliquées dans la production laitiére etont la
capacité de produire de grandes quantités d’acide lactique en fermentant les sucres.(Mokoena,
2017) . Elles ont la particularité de synthétiser leur ATP par deux voies métaboliques, en
utilisant la voie Embden-Meyerhof, qui se caractérise par la production de plus de 85% d’acide
lactique par fermentation des molécules de glucose, dans ce cas les bactéries produisent deux
moles d’ATP dans la production et fermentation on dit qu’elle est homofermentaire. Cette
approche est utilisée par les genres suivants : Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus et
certains genres Lactobacillus. Soit par la voie des pentoses - phosphates, dont Weisella,
Leuconostoc et certains Lactobacillus responsables de la fermentation hétérolactique,
aboutissant a seulement 50% de production d’acide lactique, et en fermentant 1 mole de glucose
pour 1 mole d’ATP en des quantités équimolaires d’acide lactique (1mole), d’éthanol (Imole),
de CO2 (1mole) (Liu et al., 2014 ; Sauer et al., 2017).



Chapitre 1 :

Revue bibliographique

Tableau 1 : Présentation des familles et des genres des bactéries lactiques.

(Holzapfel & Brian-Wood, 2014).

1-Famille des Aerococcaceae

6- Famille des Carnobacteriaceae

Genres Nombre d’espéces | Genres Nombre d’espéces
Abiotrophia 01 Alkalibacterium 09
Aerococcus 07 Allofustis 01
Ignavigranum 01 Alloiococcus 01
Dolosicoccus 01 Atopobacter 01
Globicatella 02 Atopococcus 01
Facklamia 06 Atopostipes 01
Eremococcus 01 Bavariicoccus 01
2-Famille des Enterococcaceae Carnobacterium 10
Enterococcus 43 Desemzia 01
Melissococcus 01 Dolosigranulum 01
Vagococcus 08 Granulicatella 03
Tetragenococcus 05 Isobaculum 01

Pilibacter 01 Lacticigenium 01

3- Famille des Lactobacillaceae Marinilactibacillus | 02
Lactobacillus 169 Trichococcus 05
Paralactobacillus 01 Autres bactéries lactiques
Pediococcus 11 Bifidobacterium 41

4- Famille des Leuconostocaceae

Fructobacillus 05
Leuconostoc 13
Oenococcus 02
Weissella 15

5- Famille des Streptococcaceae

Lactococcus 07
Lactovum 01
Streptococcus 27
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1.2. Principaux groupes des bactéries lactiques dans les produits laitiers

Dans I’industrie laitiere, les flores lactiques starter sont divisées en trois groupes : Les cultures
mesophiles, les cultures thermophiles et les levains artisanaux. Chacune de celles-ci peut étre
subdivisée selon les critéres suivants : cultures indéfinies, ou le nombre de souches est inconnu,

et cultures définies, constituées d’un nombre connu de souches.

1.2.1. Cultures lactiques de départ mésophiles

Les bactéries lactiqgues mésophiles jouent un réle important dans la fermentation du lait, qui
produit une grande variété de dérivés du lait, y compris le fromage. Constituée de plusieurs
especes appartenant a deux genres Lactococcus et Leuconostoc, leur température de croissance
est de 30°C. La culture pure de Lactococcus a été obtenue pour la premiére fois par Joseph
Lister, qui I’a également décrite en 1873.11 existe 11 espéces reconnues apres 1’identification
par ’ARN 168 (Figure 1), toutes les espéces sont homofermentaires contiennent des cellules
ovales qui ont un diamétre de 0.5 a 1 m, disposées en paires ou en chainettes, ont la capacité de
se cultiver a une concentration 4% de NaCL. La premiere description de Leuconostoc a été faite
en 1878 par Van Tieghem, depuis la découverte de ce genre plusieurs especes ont été identifiées.
Les 13 especes reconnues qui appartiennent au genre Leuconostoc sont les suivantes : Leuc.
mesentroides, Leuc. carnosum, Leuc. citreum, Leuc. fallax, Leuc. gasicomitatum, Leuc.
gelidum, Leuc. inhae, Leuc. kimchi, Leuc. lactis, Leuc. holzapfelii, Leuc. pseudomesenteroides,
Leuc. palmae, and Leuc. Miyukkimchii. (Zhang & Cai, 2014)

97 Lactococcus Jactis subsp. lactis (AB100803)
72 Lactococcus lactis subsp. hordniae (AB100804)
Lactococcus lactis subsp. cremonis (AB100802)
97! Lactococcus lactis subsp. tructae (EU770697)
Lactococcus taiwanensis (AB699722)
Lactococcus fujiensis (AB485959)
Lactococcus garviae (X54262)

_91{:LaCMCoccus piscium (DQ343754)
Lactococcus plantarum (EF694029)

100 _: Lactococcus raffinolactis (EF694030)
95 Lactococcus chungangensis (EF694028)

78

0.01

Figure 1 : Les onze especes du genre Lactococcus identifiées par séquencage de I’ARN 16S.

(Zhang & Cai, 2014).
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Les deux tiers de la fermentation du lait, selon Cogan et al. (1997) sont réalisées par
fermentation mésophiles. L’industrie laitiére accorde une grande importance aux bactéries
lactiques Lactococcus, qui fermentent rapidement le lait pour améliorer le rendement et la
qualité de la production. L’acide et les ardmes sont produits par les sous-especes Lactococcus
lactis ssp lactis, Lactococcus lactis ssp cremoris, Lactococcus lactis ssp lactis var. diacetylactis
et Leuconostoc lactis, respectivement.(Carminati et al., 2010).En raison de leurs nombreuses
propriétés technologiques, telles que leur forte adaptation au métabolisme du lactose, la
production de diacétyle, et leur role dans le développement des ardmes et la conservation des
aliments, les BL mésophiles sont fréqguemment utilisées comme culture de départ pour les
fermentations laitiéres. (Teuber, 2001).

1.2.2. Cultures lactiques de départ thermophiles

Les BL thermophiles sont davantage utilisés pour fabriquer des yaourts et plusieurs fromages
qui nécessitent une cuisson a haute température. Elles appartiennent aux genres Lactobacillus
et Streptococcus. Bien que le genre Lactobacillus a été décrit pour la premiére fois en 1901 par
Beijerinck, il s’agit le groupe des organismes de LAB le plus grand et le plus diversifié,
compose de 169 espéces, dont les principales especes sont : Lb. delbrueckii, Lb. salivarius, Lb.
reuteri, Lb. buchneri , Lb. alimentarius, Lb. brevis , Lb. collinoides, Lb. fructivorans, Lb.
plantarum, Lb. sakei, Lb. casei, Lb. coryniformis, Lb. manihotivorans, Lb. perolens, Lb.
vaccinostercus, Lb. backii, Lb. brantae, Lb. saniviri, Lb. concavus, Lb. dextrinicus

, Lb. curieae, Lb. senioris , Lb. kunkeei, Lb. pantheris, Lb. thailandensis, Lb. rossiae, avec des
propriétés homo et hétérofermentaires, sont acidophiles, avec un pH compris entre 5.2 et 6.2,
généralement en forme de batonnet, et seules quelques-unes sont impliquées dans la
fermentation du lait. Les cultures starter de Lactobacillus commerciales sont principalement
composeées de Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii ssp lactis et
Lactobacillus helveticus qui sont des fermenteurs obligatoires. En revanche, il existe 27 especes
dans le genre Streptococcus qui sont homofermentaires avec des cellules généralement de 0.8 a
1.2 um de diamétre, de forme sphériques et disposée en chaines. Streptococcus thermophilus
est une espece associée aux produits laitiers et alimentaires et est la seule des 27 especes de ce
genre qui est associée aux dériveés laitiers. Les cultures thermophiles suivantes Streptococcus
thermophilus et Lactococcus lactis ne métabolisent pas le galactose, donc le métabolisme de
lactose par Streptococcus thermophilus entraine une accumulation de galactose dans le milieu.
Par conséquent, il est suggéré que seuls les Lactobacilles fermentant le galactose doivent étre

utilisés comme levain avec Streptococcus thermophilus (Teuber, 2001).
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1.2.3. Levains artisanaux

Les cultures artisanales sont dérivées de 1’utilisation d’une partie d’un lot précédent de produit
fermenté pour inoculer un nouveau lot. La composition de ces cultures est tres complexe et
souvent indéfinie. Enterococcus, Pediococcus et Lactobacillus ne sont que quelques-uns des
genres présents dans les produits laitiers. La majorité de la microflore des dérivés artisanaux du
lait cru artisanal est souvent composée d’espéces d Enterococcus qui ont la capacité de survivre
a des températures élevées et de tolérer des concentrations élevées de sel. En raison deleur
activité protéolytique, elles ont des effets bénéfiques et peuvent favoriser la croissance d’autres
espéces. Le principal inconvénient de certaines espéces est considéré comme en tant qu’agents
pathogénes, elles sont du fait d’origine fécale. Jusqu’a présent les espéces de Pediococcus n’ont
pas été utilisees dans les levains laitiers, bien qu’elles puissent étre trouvéesdans les dérives du
lait surtout dans le fromage affiné. Seules les Pediococcus pentosaous et Pediococcus

acidilactici qui ont été trouvées dans les produits laitiers. (L6pez-Diaz et al., 2000)

1.3. Méthodes de classification et d’identification des bactéries lactiques laitiére

Plusieurs méthodes ont été appliqueées pour I’identification des BL dans les produits
alimentaires fermentés qui sont principalement regroupés en deux catégories : méthodes
phénotypiques et moléculaires (génotypiques). Chaque méthode englobe différentes
techniques, la méthode phénotypique englobe les techniques physiologiques, biochimiques, et
chimio-taxonomiques et la méthode moléculaire englobe les techniques protéiniques,
métaboliques et les technologies génomiques. Ces approches ont été illustrées dans la figure 2
(El Sheikha & Hu, 2020).
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Figure 2 : Techniques d’identification utilisées dans les aliments fermentés. (EI Sheikha et
Hu, 2020).

1.3.1. Méthodes phénotypiques

Cette méthode d’identification a été réalisée en 1919 par Orla-Jensen qui a lancé la premiere

classification des BL qui se base seulement sur I’étude de différentes techniques phénotypiques.
1.3.1.1. Méthodes morphologiques

La morphologie des BL comprend a la fois I’aspect macroscopique et microscopique. L'examen
microscopique est le premier examen qui fournit des renseignements précieux
sur les criteres suivants ; la pureté des bactéries lactiques. La forme des cellules et leur mode

de regroupement, type du Gram, la présence ou I’absence des spores.
1.3.1.2. Méthodes physiologiques et chimio taxonomique

Les méthodes physiologiques et biochimiques sont considérées comme des procédures
d’identifications de routine trés importantes pour la classification des bactéries lactiques. Elles
reposent sur I’étude des propriétés des aspects suivants : I’aspect physiologique est 1’examen
de la différenciation des especes lactiques par 1’étude des tests suivants : Mode de fermentation,
fermentation des glucides, hydrolyse de I’arginine et croissance a différents pH, différentes
températures et les concentrations de NaCL. Les aspect biochimigue ou chimio taxonomiques
reposent sur I’identification des BL en fonction de leur profil en acides gras et de la composition
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de leur paroi cellulaire. L’étude des profils d’acides gras est liée a la diversité des AG présents
dans la membrane, ce qui permet d’identifier et différencier les souches en fonctionde leur
composition en AG qui est variable d’une espece a une autre. Chaque souche a un profil
specifique, par exemple I’espéce Lactococcus lactis ssp lactis est caractérisée par la dominance
des AG suivants :Hexadécanoique, hexadécénoique et octadécadiénoique qui sont absents chez
différentes espéces de Lactobacillus.(Kimoto-Nira et al., 2009).Typiquement , I’identification
des BL en appliquant cette approche chimio-taxonomique est basée sur 1’étude de leurs profils
d’esters méthyliques d’acides gras (FAME) a I’aide de la chromatographie CPG, qui permet
I’identification en comparant des chromatogrammes dérivés de souches de référence.(Burgain
et al., 2014) .

L’identification des BL a partir de la composition de leur paroi cellulaire repose sur la détection
des types de peptidoglycane et d’acide téichoique présents dans chaque souche. Etant donné que
la paroi cellulaire de BL contient plusieurs types de peptidoglycanes, qui varient d'une espéce
a l'autre en raison de la variation structurelle de la séquence d'acides aminés des fragments
peptidiques présents dans la structure du peptidoglycane au niveau de la chaine polysaccharide
d’Acide N-acétyl muramique (MurNAc). Ainsi, le peptide lié au groupe carboxyle de chaque
acide muramique est constitué d'une alternance d'acides aminés D et L, qui varient d'une espéce
a l'autre. Pour les types présents dans la paroi LAB, le type Lys-Ala2-

3 chez Streptococcus thermophilus, le type L-Lys-D-Asp chez Lactococcus lactis et
Pediococcus dextrines, Pediococcus dextrinicus ainsi chez Lactobacillus casei ont été
retrouvés, le type Meso-diaminopimélique chez Lactobacillus plantarum ; -Type Orn-dAsp
chez Lactobacillus fermentum, cette identification permet d’identifier les souches jusqu’au
niveau de I’espéce. L'identification des bactéries lactiques par analyse de la composition de la
paroi est réalisée en utilisant la technique HPLC (Chapot-Chartier et Kulakauskas, 2014,
Martinez et al., 2020).

1.3.2. Méthodes moléculaires

Les flores bactériennes concernées dans la fermentation laitiere ont des exigences
nutritionnelles et environnementales similaires, et I’identification des bactéries lactiques isolées
de la flore des milieux naturelle est limitée par la complexité des associations bactériennes.
(Garvie, 2000).

Le phénotypage de ces bactéries est laborieux et pas toujours fiable, car certaines espéces ne se
distinguent pas facilement. A ce stade, le génotypage résout le probléme d’identification.

Plusieurs techniques ont été développées, les techniques protéomiques et génomiques étant les
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plus couramment utilisées pour identifier les BL(Schleifer et al., 1995).
1.3.2.1. Techniques protéomiques

1.3.2.1.1. MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation Time of Flight
Mass Spectrometry)

MALDI-TOF MS c’est une technique trés utilisée dans l‘identification diverses espéces
bactériennes y compris les bactéries lactiques par I'analyse des profils spécifiques de protéines
de chaque espéce. Les différents genres Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus et
Leuconostoc ont été identifiés par cette technique qui se base sur la détection de leurs protéines
ribosomiques par 1’utilisation des cellules entiéres ou des extraits protéiques. (Doan et al.,
2012; Singhal et al., 2015). La détection se réalise a ’aide d’un spectrométre de masse couplant
d’une source de rayon laser assistée par une matrice (Maldi : Matrix Assisted Laser Desorption
lonization) qui permette une co-cristallisation du mélange matrice/souche et par unanalyseur a
temps de vol (Tof MS , time of flight mass spectrometry), dont le principe se base sur
I’ionisation des souches( protéines) separées grace a la matrice HACC par un bombardement
laser puis dissociée par leurs poids et detectées selon leurs temps de vol sous forme des pics
spécifiques pour chaque souche. Ensuite les pics générés sont analysés par la comparaison avec
les pis des souches de références qui se trouve dans la base de données. (Stepien-Pysniak et
al., 2017). Bien que cette technique est fiable et tres rapide par rapport I’identification
phénotypique, mais elle n’est pas sans limite et elle a des erreurs d’identification, elle ne peut
pas distinguer entre certaines espéces qui ont des spectres tres proches ainsi que le nombre limité
des pics dans la base de données conduit a une mauvaisediscrimination entre les souches
(Rychert, 2019).

1.3.2.1.2. Electrophorese sur gel de dodécyl-sulfate de sodium-polyacrylamide (SDS-
PAGE)

SDS-PAGE est une technique qui impligue I’extraction des protéines cellulaires totales, suivies
d’une séparation des peptides et des protéines en fonction de leur poids moléculaire et leur
charge électrique puis une migration sur des gels de polyacrylamide en présence d’un détergent
SDS qui confere une charge négative nette a la protéine, puis colorées avec une solution de bleu
brillant de Coomassie pour détecter et visualiser les bandes existantes. Aprés coloration directe
et détection de la protéine sous forme de bandes, le gel est scanné puis analysé en fonction du
nombre de bondes et de leur position. De cette facon un profil spécifique de la souche testée est

obtenu en le comparant avec des profils de référence d’autres bactéries. (Sharma et al., 2021 ;
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Yarlina et al., 2020). Plusieurs chercheurs ont utilisé cette technique pour identifier les
bactéries lactiques, Cheriguene et al. (2007) en utilisant SDS-PAGE pour identifier les
bactéries lactiques isolées du lait de chévre de 1’ouest algérien. Syrokou et al. (2021) ont
appliqué cette technique pour analyser les bactéries lactiques isolées du blé fermenté, ainsi que
Shakeel et al. (2018) ont utilisé SDS -PAGE pour détecter la présence de bactériocines des BL
isolées des produits laitiers. Bien que cette technique soit largement utilisée et elle offre
'avantage une bonne identification jusqu’au niveau des sous-espeéces, mais n’est pas assez

efficace pour I’identification de routine. (Temmerman et al., 2004).
1.3.2.2. Techniques génomiques

La technologie génomique rassemble une variété d’outils pour I’analyse biologique des micro-
organismes et la caractérisation de leurs composants cellulaires au niveau moléculaire. Ces outils
ont été développés et appliques dans des laboratoires de differents domaines (médecine,
génétiqgue humaine, environnement et les aliments). Depuis de nombreuses annees, les
techniques de génomique sont utilisées avec succes pour identifier les BL dans les aliments, en
particulier les souches lactiques isolées a partir de produits laitiers fermentes. Toutes les
techniques de génotypage utilisent le matériel génétique de I’ADN pour étudier les régions
spécifiques du génome et attribuer des noms de genre et d’espéce aux souches de maniére
spécifique et différente. Les BL sont facilement identifiés et différenciés grace a cette
technologie. (Van Hoorde et al., 2008). Les techniques qui ont été largement utilisées dans

I’identification des souches lactiques présentes dans les produits laitiers fermentés sont :

1.3.2.2.1. PCR et Séquencage de PARN ribosomique 16S

La réaction en chaine par polymérase est une technique fondamentale en biologie moléculaire
et essenticlle dans I’analyse des acides nucléiques. Dans la PCR, I’ADN bactérien total est
extrait directement d’un échantillon ou d’une souche et est considéré comme une matrice pour
la détection et I'amplification d’un géne d’intérét a partir d’un mélange complexe d’acides
nucléigues moléculaires avec des amorces universelles, de genre ou spécifiques a I’espéce. La
technique implique ’amplification de fragments de genes, de génes entiers ou méme d’un
groupe de génes en trois étapes principales : Dénaturation de I’ADN a 94-95°C, hybridation a
47°C-60°C, élongation a 72°C. Cependant afin de confirmer la présence et 1’identification sans
ambiguité de I’espéce cible, un autre outil clé dans I’identification moléculaire des especes
bactériennes est également la sélection de genes ou de marqueurs génétiques pouvant étre

utilisée pour ’amplification par PCR afin de pouvoir distinguer plusieurs sous-especes des
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souches lactiques dans les aliments. Actuellement, le sequengage des opérons bactériens de
I’ARN ribosomal 16S, y compris ’ARN 16S et ’ARN 23S est le plus souvent utilis¢ comme
marqueur moléculaire pour identifier des genes connus plutdt que des génomes complets (Justé
et al., 2008). Le gene de I’ARN 16S est considéré comme omniprésent dans toutes les bactéries
lactiques et présente un degré élevé de conservation de la séquence. L’analyse de la séquence
homologue de ce gene a montré des résultats intéressants, et il est considéré comme le gene le
plus courant dans 1’étude des populations bactériennes. Certaines bactéries ne sont connues que
par leurs séquences de génes 16S (Ward & Roy, 2005). Dans notre étude, cette méthode a été
utilisée pour identifier 22 souches lactiques isolées de produits laitiers artisanaux, aprés avoir
comparé nos séquences avec les souches lactiques existantes dans les données GenBank. Nous
avons trouvé des similitudes significatives de 100%.

1.3.2.2.2. ADN polymorphique amplifié de fagon aléatoire (RAPD)

RADP est une technique de génotypage trés simple et rapide basée sur la réaction en chaine par
polymérase, représentant un ADN polymorphe amplifié de maniére aléatoire. En PCR, deux
amorces oligonucléotidiques synthétiques sont nécessaires pour initier la synthése de nouveaux
brins d’ADN. La différence entre la PCR-RAPD et la PCR ordinaire est que les amorces
utilisées sont tres courtes, se lient a différentes positions dans le génome, la séquence est
sélectionnée au hasard et la température d’hybridation de la RAPD est inférieure a celle d la
PCR ordinaire (Kaur et al., 2017). Le processus d’identification de cette technique repose sur

I’analyse des profils électrophorétiques des souches bandées obtenues sur gel d’agarose par le

Logiciel GELCOMPAR qui calcule les données de coefficient de similarité entre les souches
testées et les souches de références dans la base de données. Cette technique a été utilisée avec
succes par Gaglio et al. (2021) pour identifier les bactéries lactiques. Les avantages de cette
technique incluent la vitesse, la faible quantité d’ADN requise, la flexibilité dans la sélection

des amorces, la rentabilité et I’absence d’erreurs de traitement (Abdollahniya et al., 2018).
1.3.2.2.3. Rep-PCR

Dans cette technique de rep-PCR, la PCR est utilisée pour générer des empreintes digitales en
copiant des séquences spécifiques plutdt que des séquences aléatoires dans les chromosomes.
Rep-PCR fait référence a des séquences palindromiques extragéniques répétitives qui se
produisent dans différentes souches, différenciées au niveau de la sous-espece en amplifiant des
¢léments non codants répétitifs de I’ADN bactérien a 1’aide d’amorces spécifiques (Sabat et

al., 2013). Rep-PCR produit des molécules d’ADN de différentes tailles qui, lorsqu’elles sont
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séparees par électrophorese sur gel, créent des empreintes digitales caractéristiques.

Latechnologie PCR a éléments répétés a un pouvoir discriminant élevé et est largement utilisée
dans I’identification des BL. (Alegria et al., 2013; Obioha et al., 2021).

1.3.2.2.4. Technique PCR- RFLP (Polymorphisme de longueur des fragments de

restriction amplifiés)

Le polymorphisme de longueur de fragment de restriction implique I’extraction de I’ADN du
génome entier, sa digestion avec les enzymes de restriction et la séparation de tous les fragments
d’ADN par électrophoreése sur gel. Cette technique est basée sur le principe que des séquences
nucléotidiques apparentées peuvent étre comparées en les exposant aux mimes endonucléases
de restriction. L’¢lectrophorése et la coloration de fragments d’une séquence donnée produisent
des empreintes digitales caractéristiques, de sorte que differentes séquences peuvent étre

comparées en comparant leurs empreintes digitales (Park et al., 2012).

Giraffa et al. (2003) ont rapporté que la PCR-RFLP était plus fiable pour regrouper les sous-
especes Lactobacillus delbrueckii subsp. Lactis et Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus
que le séquengage de I’ADNr 16S. Ainsi ont été utilisés pour identifier les espéces des genres

Lactococcus, Leuconostoc et Enterococcus (Hashim & Al-Shuhaib, 2019).

1.3.2.2.5. PCR en temps réel (qPCR)

PCR en temps réel c¢’est une technique rapide de quantification moléculaire des BL existants
dans les produits laitiers. Elle surveille I’amplification de I’ADN cible en temps réel et permet
la quantification des espéces cibles. La PCR quantitative en temps réel fonctionne sur le méme
principe que la PCR conventionnelle, sauf qu’en plus de 'utilisation de deux amorces, une
sonde est également nécessaire et est réalisee par deux fagons. Avantage de la qPCR elle est
rapide et peut détecter les produits de PCR, éliminant ainsi le besoin de traitement post-PCR telle
que gel d’agarose. (Arya et al., 2005). Les deux méthodes de détection les plus courantes sont
les sondes fluorescentes, qui sont attachées individuellement a I’ADN (la méthode SYBR qui
repose sur I’utilisation du colorant vert SYBR et la méthode TagMan qui repose sur I’utilisation
d’un oligonucléotide complémentaire d’un brin de séquence cible « une sonde TagMan »). Uhel
et al. (2019) et Fan et al. (2021) ont rapporté le succes de cet outil pour identifier les BL

isolées du lait fermenté.
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1.4. Fonctions des bactéries lactiques dans les produits laitiers
1.4.1. Activité acidifiante

En technologie laitiére, I’activité acidifiante est considérée comme un critére trés intéressant
pour la sélection des souches lactiques acidifiantes. Les BL fermentent les glucides produisent
de I’acide lactique qui procure des effets bénéfiques, avec une vitesse d’acidification qui se
variée selon les espéces. La fermentation des glucides provoque une baisse du pH, ce qui est
important pour le caillage du lait, et une augmentation de I’acidité qui déclenche les réactions
de changement préféré tel que ’expulsion du lactosérum. De plus, la production d’acide joue
un réle crucial dans le développement de la texture, de I’ardme, de la saveur et de I’activité
antimicrobienne (Endo et Dicks, 2014).

1.4.2. Activiteé protéolytique

La protéolyse est I'une des propriétés physiologiques particuliéres des bactéries lactiques sur
lesquelles des connaissances importantes ont été acquises, est un evenement important qui se
produit lors de la maturation des fromages affinés. Les BL ont un grand besoin d’acides aminés
libres pour se développer, par exemple lactococcus a une forte exigence en acide glutamique,
glycine, leucine, isoleucine, histidine, méthionine et valine (Gémez de Cadifianos et al., 2019).
Comme il y’a peu d’acides aminés libres dans le lait, I'utilisation de peptides est
Nécessaire pour obtenir des acides amines a partir les protéines du lait. Les BL ont un systéme
proteolytique complexe qui comprend les protéinases, peptidases et les protéines spécifiques.
Les polypeptides sont produits par la coagulation du lait et les protéines de la paroi cellulaire
bactérienne. Les protéases sont les enzymes de coagulation du lait responsable de la
décomposition de la caséine, donc la dégradation de la caséine produite des peptides qui sont
transportés dans les cellules. Dans les cellules, les peptidases se décomposent pour produire des
peptides et des acides aminés plus petits (Savijoki et al., 2006). Les produits fermentés avec des
levains lactiques protéolytiques peuvent constituer une bonne source d’acides aminés essentiels
nécessaires a la survie de 1’étre humain (Akabanda et al., 2013). Lors de la fermentation du
lait, ’activité protéolytique des bactéries lactiques peut modifier les propriétés nutritionnelles
du lait d’une manicre bénéfique aux consommateurs grace a leur potentielles des enzymes
protéolytiques. Par exemple, la capacité protéolytique de certaines especes de BL pendant la
fermentation du lait peut entrainer la libération d’acides aminés libres qui jouent un rdle clé

dans la saveur du produit fini. Rodriguez-Serrano et al. (2018) ont rapporté que 1’espéce
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Streptococcus thermophilus capable de libérer des acides aminés aromatiques ou des peptides
avec des acides aminés aromatiques. Pessione et Cirrincione, (2016) ont également signalé
que la fermentation du lait par I’espéce Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus
enrichit le produit final avec les 4 acides aminés suivants (Cystéine, valine, proline et arginine).
Les BL presentent une activité protéolytique trés diversifiée. L activité des Lactobacilles est
supérieure a celles des Streptocoques lactiques, parmi les especes les plus actives sur le plan
protéolytique sont Lactococcus salivarius et Lactococcus lactis subsp lactiset cremonis, Lb.
casei, Lb. bulgaricus, Lb. helveticus, Lb. acidophilus et Lactiplantibacillus plantarum. A I'neure
actuelle, les enzymes protéolytiques sont largement utilisées et les applications potentielles des
enzymes protéolytiques de BL sont également présentées dans denombreuses industries, y
compris I'industrie alimentaire (Figure 3). Généralement les enzymes protéolytiques peuvent
étre classées comme exopeptidases ou endopeptidases (proteases). Le premier groupe clive les
liaisons peptidiques pres de l'extrémité amino ou carboxyle du substrat.Les endopeptidases
clivent les liaisons peptidiques des extrémités des substrats. L'activité de ces enzymes est
variable selon les especes et repose sur le mécanisme chimique par lequel ellescatalysent
I'nydrolyse des liaisons amides dans les substrats peptidiques. Les exopeptidases comprennent

les groupes suivants :

1-Aminopeptidases, dipeptidyl peptidases et tripeptidyl peptidases, qui clivent un, deux ou trois

résidus d'acides aminés de l'extrémité N-terminale.

2-Eliminent les acides aminés terminaux des tripeptides.

3-Carboxypeptidase, métallocarboxypeptidase qui enlevent un résidu d'acide aminé de

I'extrémité C-terminale.
4- Les dipeptidases qui hydrolysent la liaison peptidique du dipeptide.
5- Les peptidyl dipeptidases qui éliminent deux résidus de l'extrémité C-terminale.

6- Les omégapeptidases qui éliminent les résidus terminaux qui n'ont pas de liaison du groupe

amino ou carboxyle libre (Kieliszek et al., 2021).
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Figure 3. Les enzymes protéolytiques des bactéries lactiques et leurs actions. (Kieliszek et

al., 2021).

‘: indiquent le site d'action de I'enzyme.

<I : indiquent les extrémités bloquées de la chaine polypeptidique.
O . les résidus d'acides aminés de la chaine polypeptidique.

. > les acides aminés terminaux.
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1.4.3. Activité aromatisante

Les bactéries lactiques ont les avantages techniques nécessaires pour obtenir la saveur unique
des aliments fermentés dont leur qualité dépend de la capacité des levains lactiques a produire
de la saveur et de ’ardme. Les espéces des deux genres Lactococcus et Leuconostoc sont
considérées comme les principales espéces responsables de la production de composes
aromatiques présents dans les dérivés laitiers. Lactococcus lactis ssp lactis et Lactococcus lactis
ssp cremoris produisent des acides organiques tels que I'acide lactique et l'acide acétique.Et
I’acétaldéhyde, le diacétyle, I’acétoine et le 2-3 butane diol sont principalement formés a partir
du citrate du lait par les espéces Stregcc66ptococcus thermophilus, Lactococcus lactis et
Leuconostoc mesenteroide. La synthése de ces composés est largement dépendante des espéces
impliguées dans la fermentation des produits et des voies métaboliques qui les caractérisent
(Figure 4), plusieurs especes lactiques ont été évaluées pour leur capacité a dégrader les acides
amines en composés aromatiques. Lactococcus lactis subsp lactis et Lactococcus lactis subsp
cremoris, Lactobacillus lactis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus bulgaricus,
Lactobacillus casei sont capable de dégrader la méthionine en méthanethiol, dimethyle
disulfure (DMDS) et diméthyltrisulfure (DMTS). La saveur est développée en raison de la
dégradation enzymatiquependant la fermentation. Outre la lipolyse et la glycolyse, responsables
des propriétés organoleptiques du lait fermenté, la protéolyse est 'une de ces degradations
enzymatiques majeures. L’acétaldéhyde est synthétisé a des teneurs variables, par les deux types
de bactéries du yaourt, principalement a partir du pyruvate et une petite quantité a partir de la
thréonine. Par conséquent, la plupart des composés aromatiques sont formés par 3 voies
cataboliques principales : protéolyse, glycolyse et la lipolyse (Farag et al., 2020 ; Chen et al.,
2017).
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Figure 4. Voies métaboliques pour la production d'ardmes dans le lait acidophile pendant la

fermentation. (Farag et al., 2020).
1.4.4. Activité texturante

Les BL sont utilisés dans I'industrie alimentaire pour produire des produits laitiers et jouent un
role clé dans I'évaluation des propriétés rhéologiques et sensorielles des produits en raison de
leur capacité a synthétiser des exopolysaccharides (EPS) qui contribuent a la texture des dérives
laitiers en particulier le yaourt (tableau 2). L’EPS est un agent épaississant et structurant, d’un
type de monomere de sucre (homopolysaccharides) ou de plusieurs types de monomeres
(hétéropolysaccharides). Enregle générale les bactéries lactiquesproduisent de I'EPS en tant que
matrice protectrice pour supporter toutes les pressions associées aux processus de fermentation,
tels que le pH, la température et le stress osmotique (Zeidan etal., 2017). En fait, les BL
produisant d’EPS aident a augmenter la viscosité des laits fermentéset peuvent limiter
l'utilisation de produits chimiques ajoutés et de stabilisateurs fréquemment utilisés pour
améliorer la qualité des produits. Actuellement, la formulation des produits laitiers contient un
grand nombre de souches lactiques productrices d’EPS, et le rendement varie selon la variété et
la capacité des espéces. Généralement, la plupart des souches lactiques sont inférieures a 1g/L.

Cependant, certaines espéces peuvent produire plus que cette quantité (Prete et al., 2021).
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Tableau 2 : La quantité d'EPS produite par certaines especes de BL.

Especes La quantité d’EPS produite(g/L)
Lactobacillus fermentum 0.75-0.85
Lactobacillus brevis 0.35
Lactobacillus plantarum 0.14-0.4
Lactococcus lactis 0.2-0.35
Lactobacillus Rhamnosus RW-9595M 2.8
Lactobacillus reuteri 4.3-5

Plusieurs etudes ont éte realisées sur les effets des especes productrices d'EPS sur les propriétés

texturales et la stabilité des quelques produits laitiers fermentés (Tableau 3).

Tableau 3 : Souches productrices d'EPS et leurs effets sur les propriétés techno-fonctionnelles

dans les dérivés laitiers.

Espéces

Effets

Produits

S. thermophilus

Augmentation de la
viscosité, Amélioration du
gout et de la saveur (Yilmaz
et al., 2015)

Yaourt étuvé et brassé et
Yaourt a boire

Lb. plantarum KX881772 et
KX881779

Meilleure capacité de
rétention d’eau, amélioration
de la structure élastique,
diminution de
I’adhésivité (Ayyash et al.,
2018)

Fromage a faible teneur en

matiere grasse.

Lb. fermentum

Donne une consistance
crémeuse et diminuer la

Synérése (Ale et al., 2016)

Yaourt sans matiere grasse.
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1.4.5. Activité lipolytique

La lipolyse est le processus d'hydrolyse de la matiére graisse du lait, joue un réle crucial dans
le développement de la saveur d’une gamme de produits alimentaires. Les acides gras libres
(AGL) et les esters dérives des AGL sont des composés aromatiques importants dans le
fromage. Les bactéries lactiques sont largement utilisées comme cultures de démarrage dans la
fabrication des fromages grace a leur activité lipolytique qui est nécessaire et contribue a la
fermentation et au développement des saveurs finales par I'nydrolyse des triglycérides pour
produire des acides gras libres, du glycérol et des intermédiaires tels que les mono- et
diglycérides (Blaya et al., 2018). En générale, les BL ont un systeme lipolytique plus faible que
les autres micro-organismes lipolytiques, mais malgré ce systeme plus faible, certaines especes
lactiques peuvent avoir des enzymes intracellulaires capables d'hydrolyser les graisses du lait,
telles que les esterases et les lipases. Par exemple, la matiere grasse naturelle du lait est
principalement composée de triglycérides émulsifiés qui ne peuvent étre hydrolyses que par des
lipases. Cependant, les mono- et diglycérides produits par I'nydrolyse des triglycérides peuvent
étre hydrolysés par certaines estérases, également appelées carboxylester hydrolases (Les
estérases effectuent I'nydrolyse et la synthese des liaisons ester et peuvent étre en outre classées
comme lipases. L’activité estérase des BL a eté détectée chez les streptocoques, les lactocoques
et les lactobacilles mésophiles et thermophiles (Thierry et al., 2017). Ainsi que Dortu et
Thonart, (2009) ont rapporté que les lactocoques lors de la fermentation du lait provoque la

libération d'enzymes intracellulaires dans le produit final et entraine la formation des ardmes.
1.4.6. Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne est une qualité recherchée lors de la sélection des souches, les
bactéries lactiques ont été utilisées comme conservateurs naturels en raison de leurs capacités
antibactériennes. L’activité antimicrobienne des bactéries lactiques est différente par rapport a
d’autres microorganismes, ces bactéries synthétisent des métabolites qui ont un effet
bactériostatique et bactéricide. Dans le processus de la fermentation, I'activité antibactérienne
des BL peut étre obtenue par I’abaissement du pH ou la production des acides organiques (acide
lactique, acide acétique,), du CO2, H202 , diacétyle et les bactériocines, Les bactéries lactiques
qui synthétisent ces métabolites jouent un réle important dans la préservation et I’amélioration
de la sécurité des aliments par ’empéchent la croissance d’organismes de détérioration, d'agents
pathogenes dans les aliments et de contaminants pouvant survenir au cours du processus de
fabrication (Ibrahim et al., 2021).
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1.5. Phénomenes d’interaction entre les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont souvent associées a la pratique industrielle surtout les industries
laitieres, elles participent & la fermentation du lait. L’ensemencement des souches sélectionnées
dans le milieu naturel c’est une étape cruciale dans le procédé de la fermentation et de la
transformation, a ce niveau différents types d’interactions peuvent se produire soit les bactéries
entre eux ou avec d’autres micro-organismes comme les levures ou Il existe deux sortes
d’interactions : indirecte et directe. Les interactions directes sont des interactions négatives
comme prédation, parasitisme qui implique un contact physique entre deux microorganismes.Les
interactions indirectes sont tous les types des interactions positives comme, le mutualisme
(symbiose et synergies), le commensalisme, le neutralisme qui dues & des métabolites
extracellulaires. Le type d’interaction chez la majorité des souches lactiques entre eux est le
mutualisme (synergies) durant lequel la présence de différentes especes ensemble stimule et

améliore leur croissance (Blaya et al., 2018).
1.6. Propriétés probiotiques des bactéries lactiques
1.6.1. Généralité

Au cours des deux dernieres décennies, un intérét considerable a été observe concernant
I’utilisation des bactéries lactiques probiotiques dans les aliments et la reconnaissance de leurs
importances dans la santé et le traitement humains. Actuellement, la découverte de souches
probiotiques est un élément crucial du marché de l'industrie. Une évolution croissante est
constatée parmi les aliments probiotiques de nature laitiere. Le bénéfice mondial issu du marché
des probiotiques est estimé a environ 6 762,2 millions de dollars US a la fin de 2018. Les BL
probiotiques sont des bactéries vivantes qui lorsqu’elles sont utilisées en quantités approprices
assurent un bienfait pour la santé de 1’hote. Cette définition a été établie par les spécialistes de
la FAO et de ’OMS en 2002. Le premier terme probiotique a été suggéré par lilly et stillwell
en 1965 en tant que : « des composants produits par un microorganisme qui favorisent I’activité
d’un autre microorganisme ». Les bactéries qui exercent un effet bénéfique sur la santé de 1’hote
et doivent étre siires pour une utilisation chez 1’étre humain ainsi que doivent étre identifiées au
niveau des espéces. Les espéces lactiques probiotiques les plus souvent employéessont les
Bifidobacterium  adolescentis, Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium  bifidum,
Bifidobacterium breve, et Bifidobacterium longum et Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus

casel, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus
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paracasei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus (Tableau 4). 1l y a deux sources
d'isolement de ces especes : Source conventionnelle recommandée par la FAO qui est le TGI
humain,et non conventionnel comme les produits fermentés et non fermentés, TGI animal, le
lait maternel (Zielinska et Kolozyn-Krajewska, 2018). Les espéces citées précédemment
résistent aux conditions gastro-intestinales et jouent un role important dans la protection de
I'ndte contre les germes nuisibles et évaluation de la sécurité des produits , assimilation du
cholestérol et renforcent également le systéme immunitaire (produisent des anticorps et soulager
les allergies,Production des vitamines, Traitements différents types de diarrhée, élimination des
toxines, améliorer la digestibilité des aliments et réduire les troubles métaboliques et participent
a la lutte contre I’obésité et le diabete (Pereira et Gibson, 2002 ; Kumar Bajaj et al.,
2015). Ainsi qu’elles ont une activité antioxydante et une propriété anti-inflammatoire et
d’agglutination (Zoumpopoulou et al., 2018 ; Shakibaie et al., 2017).

Tableau 4 : Exemple de quelques especes lactiques probiotiques isolées a partir de sources

conventionnelles et non conventionnelles.

Source conventionnelle Sources non conventionnelles

sources Espéces

sources

Espéces

1-Lait maternel,

Lb. Fermentum, Lb.
Plantarum, Lb. gasseri,

1. TGI Humain (Tyagi et Prasad, colostrum ; Bifidobacterium breve et S.
2015 ; Verdenelli et al.,2011) produits laitiers salivarius, St. Thermophilus.
fermentés (Reis et al., 2016 ; Jiang
et al., 2016).
Lb. gasseri, Lb. :
- Pediococcus pentosaceus
fermentum, Lb. vaginalis, .
Estomac . 2-TCl animale (Ladha et Jeevaratnam,
Lb. Reuteri et de Lb.
o 2018)
salivarius
Lb. rhamnosus, Lb. . Lb. brevis, Lb. pentosus, Lb.
. 3-Aliments non .
Intestin paracasei, Lb. plantarum, fermentés (fruits et Paracasei Lb.plantarum , et
Lb. helveticus etLb. légume) Lb. fermentum Enterococcus
fermentum g durans (Garcia et al., 2016)
4-Environnement
Lb. casei/paracasei (Air, les locaux de Lb. plantarum and
Fesses ' rhamr?osus travail et du Sanfranciscensis (Scheirlinck
stockage de la et al., 2009)
boulangerie)
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1.6.2. Aspects de sélection des souches probiotiques

La sélection des souches probiotiques appropriées est un facteur clé dans la formulation de
produits contenant des cultures probiotiques viables. Généralement la sélection se fait sur la
base de différentes caractéristiques qui doivent étre pris en compte pour une meilleure sélection
des souches performantes afin de pouvoir les utiliser et les appliquer, la figure 5 illustre les

quatre... caractéristiques nécessaires permettant de caractériser une souche lactique comme

probiotique.
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undesirable flora
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/ Mso y *Immunomodulation
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Figure 5 : Caractéristiques de sélection des souches probiotiques (Terpou et al., 2019).

1.6.2.1. Caractéristiques physiologiques.

Pour qu'une souche soit considérée comme étant potentiellement probiotique, elle doit étre

capable de répondre et de résister aux conditions ci-dessous (De Melo Pereira et al., 2018).
1.6.2.1.1. Capacité de survie au cours de transit digestif

Il s’agit d’évaluer la capacité des souches candidates a faire face aux conditions de stress

pendant le passage par 1’estomac et duodénum. Les souches doivent avoir des mécanismes de
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tolérance et résistance aux enzymes présentes dans la cavité buccale, telles que I'amylase et le
lysozyme. Bien que les bactéries Gram positifs sont généralement sensibles au lysozyme,
certains BL sont plus résistantes que d'autres bactéries Gram positifs, car certaines espéces
pouvant ainsi faire partie du microbiome résident de la cavité buccale I’homme. Apres
I'ingestion, les especes lactiques probiotiques doivent survivre et résister aux facteurs suivants :
I’acidité de I’estomac, effet de la pepsine, les sels biliaires produits dans le duodénum, ainsi
qu'un léger choc thermique causé par la température interne du corps. Les deux aspects la
tolérance aux pH variés de 2a 5 et a des concentrations de sels biliaires allant de 0.3a 5% sont
considérés comme des points importants et critiques lors de choix des micro-organismes
probiotiques pour une application dans les produits laitiers. Fontana et al. (2013) ont rapporté
que la résistance des bactéries lactiques a la bile et a I'acidité est une particularité qui dépende
et variée selon les espéces, ont trouvé que les espéeces du Lactobacillus sont largement
résistantes, tandis que les espéces du Bifidobacterium sont extrémement sensibles a un pH

faible, présentant des taux de survie faibles ou nuls a des pH de 2 et 3 ou aucun taux de survie.

1.6.2.1.2. Capacité d’adhésion

La capacité d’adhésion est un processus complexe qui consiste a déterminer si les espéces
probiotiques peuvent coloniser les cellules épithéliales du tractus gastro-intestinal, le processus
d’adhésion s’appelle processus de contact qui implique le contacte entre les cellules de 1’hote
et cellule de microorganisme et dépend de la composition physico-chimique de la surface
cellulaire et de 1’équilibre des interactions électrostatiques. L’adhérence des souches
probiotiques aux cellules épithéliales est liée a leur capacité d’auto-agrégation et aux propriétés

hydrophobes des cellules.
1.6.2.1.3. Activité anti-pathogene

Les souches probiotiques ont la capacité a produire des éléments anti-pathogenes par la
conversion d'hydrates de carbone, de protéines et dautres composés mineurs en substances
importantes qui peuvent tuer les bactéries pathogeénes, telle que les acides organiques, les

enzymes, le peroxyde d'hydrogéne, et les bactériocines.

1.6.2.1.4. Résistance aux antibiotiques

Ce critére permet de Vérifier et de s'assurer que les souches considérées comme probiotiques ne
contiennent pas de genes de résistance aux antibiotiques transmissibles. En général, la

résistance aux antibiotiques ne pose pas en elle-méme un probléme. En fait, elle peut donner a
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la souche un avantage dans l'intestin lorsqu'elle est exposée a un traitement antibiotique.
Toutefois, les génes de résistance aux antibiotiques présents sur les fragments putatifs mobiles
pourraient constituer une menace potentielle pour la santé, car ces souches pourraient constituer
un réservoir de résistance aux antibiotiques susceptible d'étre transféré a des organismes

pathogénes dans l'intestin (Guinane et al., 2016)
1.6.2.2. Caractéristiques technologiques

Les caractéristiques technologiques des souches probiotiques se basent sur le choix des espéces
qui ont une bonne propriété sensorielle et qui doivent rester stables et viables lors du traitement
technologique (aprés leur incorporation dans la production et au cours de procédés de
production). La viabilité des souches probiotiques dans les aliments c’est un point nécessaire
qui doit étre pris en considération dans la sélection. Il a été suggéré que les organismes
probiotiques devraient étre présents dans un aliment a une concentration minimale de 10°
UFC.g%, ou que l'apport quotidien soit d'environ 10° UFC.g. Ces nombres élevés ont été
suggerés pour compenser les pertes possibles du nombre d'organismes probiotiques au cours de
l'alimentation et durant le passage dans lI'estomac et lintestin. En technologie laitiere les
bactéries lactiques probiotiques doivent pouvoir se développer dans le lait, car certaines especes
survivre en nombre suffisant et certaines ne peuvent pas se développer dans le lait comme
I’espéce Lb. rhamnosus. Au Japon I'Association des laits fermentés et des boissons a base de
bactéries d'acide lactique a développé une norme, qui exige la présence d'un minimum de 10’

UFC viables mL? dans les produits laitiers (Tamime et al., 2006).

1.6.2.3. Sécurité

Toutes les souches probiotiques a usage humain doivent étre sans danger, trois criteres ont été
mis en place pour I’évaluation de leur sécurité. Le premier critere qu’il est important a évaluer
c’est I’étude de leur effet indésirable afin d’assurer une innocuité totale pour 1I’étre humain, les
souches considérées comme probiotique doivent étre non toxiques, ne comportent pas des genes
de virulence et n’ont pas une activité hémolytique (Sanders et al., 2010). L’identification des
souches est considérée comme critere de securité, il est recommandé que les bactéries
probiotiques doivent étre identifiées et caractériser par des techniques phénotypiques et
génotypiques pour spécifier I’appartenance des souches a une espéce, Yadav et Shukla, (2017)

ont rapporté que I’identification des souches probiotiques est indispensable pour garantir une
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connaissance préalable des bactéries concernant leur potentiel de pathogénicité. Ainsi que la
reconnaissance de I’origine des souches considere comme un critere de choix en ce qui concerne
la sélection des souches les plus sécuritaires, les souches probiotiques d’origine humaine sont
les plus préférables. Actuellement la majorité des souches probiotiques disponible sur le marché
ont été isolées a partir des étres humains en bonne santé afin d’augmenter la compatibilité et

leur survie dans le tube digestif (Rivera-Espinoza et Gallardo-Navarro, 2010).

2. Produits laitiers fermentés

2.1. Généralité

Le lait et ses dérivés ont été considérés comme des éléments les plus naturels et les plus nutritifs
d’une alimentation quotidienne équilibrée. Actuellement les produits laitiers fermentés
occupent une place de plus en plus prepondérante surtout ceux qui contiennent des probiotiques
sont considerés comme des produits trés bénéfique pour la santé, et sont des produits trés réputés
en raison de leurs propriétés organoleptiques spécifiques (De Melo Pereira et al., 2022). Ils
sont definis en 2003 par Codex Alimentarius comme étant des produits obtenus par la
fermentation du lait cru par I’action des bactéries appropriées qui entrainant une réduction du
pH avec ou sans coagulation, les bactéries incorporées dans le lait doivent étre viable, actifs et
abondantes dans le produit fini jusqu’a la date limite de sa durabilité. De nos jours, trois

catégories des produits laitiers sont disponibles sur le marche.

v Produits de base comme le lait fermenté, fromage, créeme glacée, etc.

v Produits laitiers fonctionnels : C’est les produits qui contiennent des bactéries
probiotiques et enrichies en glucides prébiotiques.

v Produits a valeur ajoutée : dont la composition du lait a été modifié, par exemple,
préparations a base de produits a faible teneur en lactose ou sans lactose, préparations
hypoallergéniques a base de protéines hydrolysées pour nourrissons présentant une

hypersensibilité au lait, produits laitiers enrichis en Calcium, vitamines, etc.

La fermentation est lI'une des plus anciennes méthodes de transformation et de conservation de
nombreux aliments traditionnels. Le climat chaud dans les régions rurales rend difficile la
préservation du lait, car il est trés périssable, la fermentation en tant qu’une technologie de
transformation est donc importante dans ces régions, non seulement parce qu'elle sert de forme
de conservation, mais aussi parce qu'elle répond a la nécessité de diversifier les produits a partir

du lait, tout en aidant a améliorer la fonctionnalité, la digestibilité, ainsi que le profil nutritionnel
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du lait et de ses produits. Le processus de fermentation contribue a une augmentation de la
variété et de la concentration des nutriments clés, en particulier les vitamines, les minéraux et
les acides aminés essentiels. Les produits laitiers artisanaux sont des produits naturellement
fermentés et ayant une méthode de fabrication différente d’une région a une autre.
Généralement la majorité des produits laitiers artisanaux sont produits spontanément par
I’action des micro-organismes indigénes présents dans le lait cru. Dans la préparation de certains
produits, la fermentation spontanée a été remplacee par la technique « backslopping » qui
consiste a inoculer du lait avec une petite quantité d’une fermentation précédente. Cette
technique sélectionne naturellement des micro-organismes bien adaptés réduisant le temps de
fermentation et augmentant la prévisibilité et la qualité. (Shrivastava et Ananthanarayan,
2015). Les produits laitiers artisanaux au lait cru sont des produits de niche qui sont
habituellement fabriqués a la main et produits a la ferme et qui ont un lien fort avec le territoire
d'origine, témoignent de I'histoire, de la culture et du style de vie des communautés qui les
produisent, transmis de genération en génération depuis des siecles (Nduko et al., 2017 ;
Licitraetal., 2019). Les produits laitiers contiennent de nombreux nutriments essentiels et sont
caractérises par une microflore lactique riche et diversifiée. Les BL sont parmi les bactéries les
plus utilisées dans les fermentations alimentaires grace a la production d’une large gamme de
métabolites, participant ainsi a I’amélioration du goft et de la texture des produits alimentaires

fermentés (Ruiz Rodriguez et al., 2019).

2.2. Types des produits laitiers fermentés.

Il existe différents produits laitiers, chaque produit laitier a des caractéristiques et une teneur en
nutriments différentes. L'Afrique abrite un large éventail de produits laitiers fermentés
indigenes vieux de plusieurs siecles qui sont encore consommes, jouant un role important dans
la fourniture de besoins en nutriments et de revenus aux populations de cette région (Okoye et
Oni, 2017). La figure 6 représente les produits les plus populaires dans différents pays

Africains.
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Number Product name (Countries)
1 Amabere (Kenya)
2 Amasi (South Africa)
3 Amasi (Zimbabwe)
4 Ergo (Ethopia)
5 Fene (Mali)
6 Gariss (Sudan)
7 ltitu (Ethopia)
8 Kiviguto (Rwanda)
9 Kule-naoto (Kenya)
10 Kwerionik (Uganda)
11 Lben (Algeria)
12 Leben (North African)
13 Mabisi (Zambia)
14 Madila (Botswana)
15 Mafi (South Africa)
16 Masse (Mozambique)
17 Mursik (Kenya)
18 Nunu (Ghana/Nigeria)
19 Nyarmie (Chana)
20 Omashikawa (Namibia)
1000 mi \ > & 21 Pendidaam (Cameroon)
) 1000 km i 215 O 22 Rob (Sudan)
7 23 Susaac (Kenya/Somalia)
e 24 Zabady (Egypt)

Figure 6 : Représentation graphique du pays d'origine de certains produits laitiers fermentés

africains (Agyei et al., 2020).

Les produits les plus populaires dans le monde sont : le kéfir, le babeurre, le koumiss, le dahi,
le kurut, l'airag, le tarag, le khoormog, le lait caille et le suero costeno. Wagashi (Ghana), jben,
le beurre fermenté comme le Kibe et le yaourt. Ces produits sont largement consommeés et
contribuant au développement socio-économique et a la sécurité alimentaire de la population.
Le processus de la fermentation pratiqué dans leur fabrication est spontané et en backslopping.
Ces produits laitiers fermentés abritent une riche et précieuse diversité microbienne, dominée
par les bactéries lactiques et les levures. La figure 7 représente les bactéries lactiques
dominantes dans certains produits populaires. La majorité des produits sont fabriqués a partir
de lait de vache, mais le lait de chevre, de buffle, de chameau ou de brebis est également utilisé

(De Melo Pereira et al., 2022).
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Figure 7 : Représentation des groupes bactériens dominants des produits laitiers fermentés

populaires dans le monde.

L’ Algérie posséde bel et bien un héritage traditionnel de fabrication de produits laitiers ,les cing

produits : J’ben, L’ben, Smen, Raib, Zebda sont les principaux dérivés laitiers artisanauxles

plus célebres et les plus consommés en Algérie, a I’heure actuelle les cinq produits artisanaux

ont persisté et ont évolué d‘un niveau artisanal a la fabrication a grande échelle industrielle avec

production utilisant des équipements modernes et techniques différentes qui nécessitent cultures

(starter) spécifiques pour chaque produits. Ces produits se different par leur goQt, leur procédé

de fabrication et leur consistance. Les deux dérivés L’ben et Raib sont considérés comme des

boissons fermentées traditionnelles et les produits Smen et Zebda sont classés parmi les dérivés

laitiers gras. Tous les produits ont une méme technique de fermentation, sont obtenus par une

fermentation spontanée du lait cru a une température ambiante pendant une période allant du
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24 a72 h dont la fermentation a été associée a des bactéries lactiques présentes naturellement
dans le lait cru appartenant aux genres Lactococcuset Leuconostoc. Aprés I’obtention du gel
nommeé lait caillé ou Raib, la préparation des autres produits débute par barattage du Raib. A la
fin de I’opération du barattage qui dure une heure une petite quantité d’eau chaude (40-50°C)
est ajoutée pour favoriser ’agglomération des globules gras, puis la matiere grasse apparaissant
en surface est récupérée pour ’obtention du beurre frais nommé Zebda. Le produit Smen est
obtenu en transformant du beurre frais en beurre rance par lavage du beurre frais a I’eau chaude,
saumurage puis salage a sec (saupoudrage en surface 8a10g/100g) (Leksir et al., 2019). Le
fromage artisanal est un produit trés populaire et trés consommé surtout dans les régions rurales,
il existe une grande variété de ce produit dont la nature de chaque variété dépend du type de lait
utilisé, le prétraitement, les conditions de fermentation. Les différents types sont cités dans le
tableau 5, la plupart de ces différents types sont en voie disparition et n’ont pas encore évolué
a’échelle industrielle. La figure 8 représente le diagramme global du processusde la fabrication

des dérives laitiers et fromages artisanaux algériens.

Tableau 5 : Variété du produit artisanal algérien « Fromage ».

Types du produit Nom des fromages Réferences
Klila frais
J’ben
Michouna _
. (Choubaila et Mabrouk,
Kémaria
) 2015 ; Mechai et al., 2014 ;
Fromage frais Laghaunane
Derouiche et Zidoune, 2015
Ibkhbakhane
; BENSAHA et al., 2012 ;
Imadhghass
Hallal, 2001)
Adhghass
Aghoughlou
Fromage affinés Bouhezza
Fromage fondu ]
Madghissa
Klila séché

(Choubaila et Mabrouk,

Fromage a pate dure | Aoules 2015 : Gast et al., 1969)

Takammart
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Figure 8 : Diagramme représente le processus global de la fabrication des dérivés laitiers et

fromages artisanaux algériens (Leksir et al., 2019).

Le yaourt est un autre type de dérivé laitier qui occupe une place particuliére et importante
parmi les différents dérivés laitiers existant en Algérie. Le yaourt est un lait fermenté préparé
industriellement par la fermentation lactique des deux bactéries spécifiques : Lactobacillus
bulgaricus et Streptococcus thermophilus présentant une teneur en acide lactique minimale de
0,7 % et contenant au moins 10 millions de bactéries vivantes par gramme de produit au moment
de la vente au consommateur. Le yaourt est considéré comme un produit laitier frais, soumis a
une date limite de consommation. Il doit donc étre maintenu au froid (moins de 6°C)et présenter
une duréee de vie limitée (généralement 28 jours). La FIL et le Codex Alimentariusont établi

certains criteres qui doivent étre pris en compte dans la classification et la réglementation du

yaourt (Figure 9).
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Types des micro-organismes :
Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus
thermophilus qui doivent étre vivantes avec

une quantité 10’UFC/g jusqu’a la DLC

Matiére grasse: Type de lait:
Yaourt écrémé et Vache, brebis ,
migre, Yaourt chévre , pasteurisé
entier et lait en poudre

Lait fermenté

Texture: Fruits sous différentes
Ferme, brassé, forme: purée , jus
liquide et concentré ,sirop et pulpe
Flaveur:
pH<4,6 Nature, sucré , aromatisé et
aux fruits,

Figure 9 : Schéma général des principaux criteres du yaourt établis par Codex Alimentarius
et FIL.

Les procedés de fabrication des yaourts et des laits fermentés se caractérisent par trois phases
successives, constituées chacune de plusieurs étapes : la préparation du lait qui aboutit au « mix
» (lait ayant subi différentes étapes de préparation en vue de sa fermentation en yaourt), la
fermentation (ou maturation ou incubation) qui aboutit a ’obtention d’une « masse blanche »
(yaourt « brut » avant introduction des ingrédients et mise en ceuvre des étapes de
transformation ultérieures) et les traitements post-fermentérent qui aboutissent au produit fini.
Le diagramme de production différe selon le type de produit élaboré (yaourt ferme, brassé, a
boire ou concentré). Le diagramme genéral de production des laits fermentés nature est présenté
dans la figure 10 (Béal et Helinck, 2019).
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Réception et stockage du lait
Standardisation en matieres grasses
Homogénéisation
Traitement thermique

Refroidissement a 42 °C

Inoculation
Conditionnement en pot Fermentation en cuve a 42 °C
Brassage du coagulum
Fermentation en étuve a 42°C -
Refroidissement a 15-18 °C Homogénéisation Canesitien
Refroidissement a 15-18 °C
Refroidissement a 4 °C Conditionnement en pot

Conditionnement en pot

L <o
R Refroidissement a 4 °C

Yaourt Ferme Yaourt brassé Yaourt a boire Yaourt concentré

Stockage réfrigéré a 4°C, contrdles, transport et distribution

FigurelO : Diagramme général de fabrication des types du lait fermenté «
Yaourt » (Béal et Helinck, 2019)

2.3.Intérét des produits laitiers fermentés

Parmi les différents produits alimentaires , le lait a été identifié comme ayant un potentiel élevé
pour lI'amélioration de la santé des étres humains puisqu’il est une source riche et optimale de
nutriments vitaux tel que les protéines, les graisses, le lactose, les vitamines, les minéraux, les
enzymes, les hormones, les immunoglobulines donc les dérivés laitiers sont consommeés non
seulement pour répondre aux besoins nutritionnels des consommateurs, mais aussi pour leur
réle dans la prévention de divers troubles tels que diminution du risque d'ostéoporose,
d'hypertension , d'obésité et de syndrome de résistance a l'insuline. La consommation de
produits laitiers réduit les symptdmes d'intolérance au lactose. Les laits fermentés contiennent

des protéines de haute qualité et constituent la principale source alimentaire de calcium et de
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vitamine D, ces deux composants sont parmi les principaux composants des produits laitiers
qui peuvent protéger contre le cancer du c6lon. En plus les protéines laitiéres contiennent
plusieurs composants qui peuvent aider le corps humain a se protéger contre les toxines, les
bactéries et les virus. Par exemple, la lactoferrine, une protéine de lactosérum se liant au fer,
peut augmenter l'absorption et le transport du fer, améliorer I'immunité et stimuler la croissance
de bactéries bénéfiques dans le tractus intestinal. Les quantités élevées de phosphate de calcium
colloidal dans les produits laitiers provoquent la formation intestinale de phosphate de calcium
amorphe insoluble, qui précipite les acides biliaires, les acides gras et d'autres facteurs
cytotoxiques inconnus et inhibe ainsi la prolifération épithéliale colique. Les produits laitiers
fermentés, en particulier ceux qui contiennent des bactéries probiotiques, peuvent aider a
réduire le risque de cancer a plusieurs endroits. Les aliments laitiers sont benéfiques pour les
dents de plusieurs fagons : -Le calcium, le phosphore et les protéines peuvent aider a construire
et a maintenir des dents solides et saines. -Le lait est une boisson sans danger pour les dents,
sans danger entre les repas, car il ne favorise pas la carie dentaire. - Les nutriments contenus
dans le lait et les produits laitiers peuvent réduire I'accumulation d'acide sur les dents qui se
produit apreés avoir mangé des aliments sucrés. -La combinaison de caséine, de phosphore et de
calcium dans le fromage peut en fait aider a remineéraliser les dents et a réduire le risque de carie
dentaire. (Nagpal et al., 2012). Généralement les produits laitiers contenant les bactéries
lactiques précisément les espéces probiotiques peuvent étre consommés a des fins
nutritionnelles. (Granato et al., 2010). Anne Fernandez et al. (2017) ont rapporté que le
yaourt et les produits laitiers qui contiennent des protéines peuvent avoir des effets favorables
sur le fonctionnement métabolique, incluant le maintien du poids, I’hypertension. Les produits
laitiers jouent un role important dans une alimentation saine, en plus de leurs caractéristiques
chimiques et de leurs éléments nutritifs, ilsont un certain nombre de mécanismes et
d'interactions qui consistent en des processus biochimiques et microbiologiques. En raison de
ces processus complexes qui se sont produits pendant la fermentation, de nouveaux métabolites
sont composes et agissent positivement dans hprévention ou pour réduire le risque de certaines
maladies chroniques importantes tels que les maladies cardiovasculaires et le cholestérol
(Baspinar et Giildas, 2021). Les produits laitiers fermentés ont une durée de conservation plus
longue que le lait en raison de la production in situ d'acides organiques, ainsi que de

bactériocines (Silva et al., 2018).
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La présente étude repose d’une part sur I’isolement et I’identification des bactéries lactiques
existantes dans les dérivés du lait fabriqués de fagon artisanale, puis 1’étude de leurs aptitudes
technologiques et probiotiques et d’un autre coté la valorisation des potentialités technologiques
des souches isolées par leurs incorporations dans la fabrication d’un lait fermenté « Yaourt ». Le
travail a été réalisé au niveau de notre laboratoire de recherche « Technologie alimentaire et
nutrition » au niveau du 'INES a I'université de Mostaganem ainsi qu’au niveau du laboratoire
d’hygiéne de la wilaya de Blida et le laboratoire de recherche de 1’école supérieure d’agronomie
(Mostaganem). L’identification moléculaire et génétique a été faite au niveau du laboratoire «
Gene Life Science » a 'université de Sidi Belabbes, au Malaisie et au sein du laboratoire CRAPC
« centre d’analyse physico-chimique » a la wilaya de Tipaza, pour la partie de I’application des
souches isolées dans la préparation d’un lait fermenté a été effectuée au sein de ’usine Sidi-Saada

a la Wilaya de Relizane.

1.Matériel
1.1. Matériel biologique

Les produits laitiers artisanaux analysés « J’ben, Zebda, L’ben, Raib et Smen », les souches
lactiques que nous avons isolées et identifiées génétiquement. Ainsi que les souches pathogénes
indicatrices ont été utilisées apres la confirmation de leurs puretés par réification et par étude

macroscopique et microscopique.

1.1.1. Echantillonnage

Dix-neuf échantillons provenant de cing types des dérivés laitiers artisanaux préparés a base du
lait cru des deux espéces des petits ruminants « caprin et bovin » ont été étudiés dans ce travail.
Ils ont été collectés au niveau des fermes situées dans différentes régions algériennes (Est, ouest,
Nord, Sud). Les échantillons ont été conservés a 4°C puis transportés au laboratoire dans des
conditions réfrigérées pour réaliser ’isolement des bactéries lactiques. Le tableau 6 regroupe les

informations sur I’ensemble des produits.

35



Chapitre 11 _ Mateériel et méthodes

Tableau 6 : Le nombre d’échantillons, date de collecte, le type du lait cru et leurs Régions.

R Type du lait qui
Produits élzlﬁ;nn?ﬂ?o?,s Régions a été utilisé dans r(!aalscgr?]gnt
la préparation P '
Blida Vache 22.04.2019
Naama Vache 05.05.2019
El Bayadh Vache 14.10.2019
07 Oran Chévre 12.11.2019
J’ben Khenchela Chévre 10.12.2019
Bechar Chévre 21.12.2019
Médéa Vache 15.01.2020
Naama Chevre 16.05.2019
Médéa Vache 05.10.2019
M’sila Chévre 21.12.2019
Smen 05 :
Bechar Chevre 21.12.2019
Djelfa Vache 05.10.2019
Tizi Ouzou Vache 20.01.2020
IAin Defla Vache 21.11.2019
Zebda (Beurre
fermier) 04 Khenchela Vache 10.12.2019
Médéa Chevre 25.05.2019
Médéa Vache 24.06.2019
L’ben 02
IAin Defla Vache 27.10.2019
Raib 01 Blida Vache 24.06.2019

1.2. Matériel non biologique

Les milieux de culture (Voir I’annexe 1).

2.Méthodes
2.1. Mise en place d’une collection des bactéries lactiques

2.1.1. Isolement

L’isolement a été réalisé par la méthode de I’ensemencement en surface des dilutions versées sur
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la gélose. A cet effet, une solution mére a été préparée avec 25 g et 1ml des aliquotes de chaque
échantillon ont été préleves de maniere aseptique, transférée dans des flacons stériles contenant
225ml de solution TSE (pour les produits J’ben, Zebda et Smen) et dans des tubes contenant 9ml
de TSE (pour les produits L’ben et Raib) puis homogénéisés pendant 6 a 8 min selon la texture du
produit, une série des dilutions décimales a été effectuée pour chaque échantillon a partir de la
solution mére de fagon classique :1ml du produit par 9ml de diluant. A partir de chaque échantillon
dilué, un volume de 0.1 ml a été prélevé des dilutions 108, 107 et 108 et étalé a la surface sur les
géloses MRS (Pronadisa, Madrid, Spain) (De Man et al., 1960) acidifiées a pH 5.4 par l'acide
acétique (10%) et M17 (Terzaghi et Sandine, 1975) préalablement coulées et solidifiées dans des
boites de pétri. Les boites du milieu MRS ont été incubées a 37 °C et & 45°C pendant 48 ha 72 h
dans des conditions anaérobies et Les boites du milieu M17 ont été incubées a 37 °C et a 45°C
pendant 48 h en aérobie.

2.1.2. Identification préliminaire des isolats
2.1.2.1. Examens macroscopiques et microscopiques

L’examen macroscopique a été fait a I’ceil nu par 1’é¢tude I’aspect des isolats (forme, taille, la
couleur, I'aspect du trouble dans le bouillon). L’examen microscopique a été effectué par 1’étude
les caractéristiques des colonies a I’état frais et apreés coloration du gram afin de déterminer la

mobilité, leur mode de regroupement et le type de Gram.
2.1.2.2. Recherche de la catalase

La recherche de cette enzyme a été mise en évidence en déposant une colonie a étudier sur une
lame additionnée d’une goutte d’eau oxygénée (10 volumes), un dégagement de bulle de gaz

indique la présence de catalase (Idoui et al., 2009).
2.1.2.3. Test d’oxydase

Ce test a été effectué en déposant une colonie a tester sur un disque OX contenant le réactif
tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride, aprés 2a 3min I’apparition de la couleur violette

indique que le test est positif (Guiraud Joseph-Pierre, 1998).

2.1.3. Purification des isolats

Les isolats trouvés comme étant catalase négative, oxydase négative, Gram positif et présentent

une morphologie différente « Taille, forme, couleur » ont été sélectionnées et purifiés par des
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repiquages successifs sur les bouillons puis par ’ensemencement en strie sur les géloses de mémes
milieux d’isolement avec une incubation a 37°C pendant 24h, jusqu’a ’obtention des colonies

pures.
2.1.4 Conservation des isolats

Les isolats ont été conservés a 4°C pendant un mois en ensemengant une culture jeune sur les
milieux MRS et M17 inclinés. Ainsi chaque isolat a été conserve a -20 °C en tube Eppendorf en
utilisant le bouillon M17 et MRS d’une culture de 18 h additionné de 30% du glycérol (Samelis et
al., 1994).

2.1.5 Identifications phénotypiques

L’identification phénotypique a été réalisée par 1’étude des tests physiologiques et biochimiques
selon les méthodes et critéres de (Asteri et al., 2009 ; Mathara et al., 2004 ; Carr et al.,
2002 ; Bulut et al., 2005 ; Parente et al., 1997 ; Jm et al., 2004 ; Lopez-Diaz et al., 2000 et
Joffin et Leyral, 1996). Pour tous les tests, un temoin (milieu non ensemencé) a également été
utilisé

2.1.5.1. Tests de croissance dans des conditions hostiles.

Pour ces tests, les isolats ont été inoculés sur des bouillons M17 et MRS ajustés a des pH différents
(9.6 et 4) et sur les milieux MRS et M17 hypersalés a une concentration 4% et a 6,5% de NaCL.
L’aptitude des isolats a croitre dans ces conditions a été observée apres 1’incubation des milieux a
30°C pendant 2 a 5 jours par I’apparition d’un trouble dans chaque milieu, ce qui permet de savoir

si les isolats tester sont des Entérocoques ou non.

2.1.5.2. Test de croissance a différente Température

La capacité des isolats a se développer a différentes températures a été examinée sur les milieux
MRS, M17 liquides pendant 7 jours a 15°C, et a 45 et 37°C pendant 48 h, afin de pouvoir distinguer
les isolats thermophiles des isolats mésophiles. Le test de la résistance des isolats a unetempérature
élevée a été également réalisé a (63,5°C pendant 30 minutes) pour sélectionner les isolats
thermorésistants. La croissance a été évaluée par la présence d’un trouble dans le milieu apres

I’incubation & 30°C pendant 24h en comparant avec un témoin.
2.1.5.3. Test de culture sur le lait de Sherman

Ce test est destiné uniquement pour les Cocci, les isolats ont été ensemencés sur le lait écrémé
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additionné au bleu de méthyléne a 0.1% et 0.3%, il permet de distinguer entre les lactocoques, les

streptocoques et les entérocoques.
2.1.5.4. Test de la Recherche le type fermenter

Ce test permet de mettre en évidence la production du CO; a partir du glucose afin de mieux
distinguer entre les bactéries hétérofermentaires de celles homofermentaires. Pour se faire, le milieu
MRS additionné d’une cloche de Durham a été ensemencé par une colonie a tester puis incuber
pendant 72 h a 37 °C. L’accumulation de gaz dans la cloche a été considérée comme une preuve

de la production de CO; a partir du glucose et permet d’apprécier le type de métabolisme fermenté.

2.1.5.5. Test de la Recherche de I’arginine dihydrolase (ADH)

La recherche de cette enzyme a été déterminée en cultivant les isolats a tester sur le bouillon MRS
et M17 contenant pourpre de bromocresol et 0.3% (p/ v) de I’arginine puis en ajoutant une goutte
huile de vaseline stérile. Ainsi ce test a été effectué par I'utilisation de la galerie API 20 E.apres
24h d’incubation a 37 °C le virage de la couleur de milieu au jaune puis reviendra violet indique la

présence de cette enzyme.
2.1.5.6. Test d’utilisation de citrate

Les isolats ont été testés pour leur métabolisme de citrate en ensemencant chaque culture fraiche
de 18h dans le milieu Citrate de Simmons qui contient du citrate comme seule source de carbone,
aprés I’incubation a 37°C pendant 5a 7 jours la croissance bactérienne et le changement de la

couleur du milieu montrent le métabolisme de citrate.

2.1.5.7. Les tests du profil fermenter des sucres.

Quatorze sucres différents ont été utilisés pour réaliser ce test, I’étude de leur profil fermenter a été
déterminée en utilisant les plaques de microtitration a 96 puits et les bouillons MRS (sans extrait
de viande) et M17 sans sucre contenant (0,04 g/l) du pourpre de bromocresol comme indicateur de
pH. Pour chaque sucre les cultures jeunes de 18h ont été centrifugées a 10 000 rpm pendant 10min
puis lavees deux fois par ’eau physiologique stérile, ensuite le culot a été récupéré et remis en
suspension dans le bouillon MRSBCP et M17BCP. Apres 40 ul de la solution de chaque sucre
préparé a raison de 10% et stérilisé par membrane de filtration (0.22 pum) a été déposé dans les
puits, par la suite, un volume de 160 ul du culot en suspension a été additionné sur les solutions de
sucre avec une goutte d’huile de paraffine. Les plaques ont été incubées a 37 °C pendant 48h. Le

virage du pourpre au jaune indique la fermentation de sucre. Le milieu sans sucre a été utilisé
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comme témoin négatif et la fermentation du glucose a été incluse comme témoin positif.

Ainsi le systeme API a été appliqué pour ce test, les neuf sucres suivants (Glucose, Mannitol,
Inositol, Sorbitol, Rhamnose, Saccharose, Melibiose, Amygdaline et Arabinose) ont éte testés pour
leur fermentation par I’utilisation des galeries API 20 E, les galeries ont été inoculées par les isolats
et incubées a 37°C pendant 24h. La lecture des galeries se fait par I’interprétation du virage de la
couleur ou non.

Le systeme API a savoir la galerie APl 50CHL a été utilisé uniqguement pour quatre isolats,
I’ensemencement de cette galerie a été réalisé en suivant les instructions du fabricant. La lecture a
été faite deux fois aprés 24h puis apres 48h en se référant au tableau de la lecture qui montre que

le virage de la couleur traduit la fermentation du sucre.
2.6. Identification moléculaire par MALDI-TOF MS

A partir d’une culture jeune de chaque isolat a tester, un volume de 0.1 ml a été étalé sur les géloses
MRS et M17 et incubé a 37 °C pendant 24h. Les colonies obtenues ont été prélevées par le bout
d’un cure-dent et étalées sur le spot d’une plaque cible MALDI en acier puis chaque colonie a été
recouverte d'une goutte de la solution matrice HCCA et laissée secher, la plaque a été placée dans
I'appareil pour l'identification a l'aide du logiciel Biotyper (Bruker Daltonics, version 3.0) apres la
calibration du spectrométre MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Allemagne) par le kit
contenant un extrait protéique enrichi par E. coli DH5 alpha avec deux protéines 'RNase A et

myoglobine (Ferreira et al., 2011). Chaque expérience a été répétée 02 fois.

La lecture a été faite en comparant les pics des spectres de masse généres avec les spectres de
référence existants dans la version de la base de données fournie par le fabricant (BioTyper DB-
5989 MALDI-TOF MS reference profiles). Aprés comparaison entre les spectres, le degré de
similarité est évalué selon le log (score) de chaque colonie testée, les résultats des valeurs du log
score donnent un code couleur associée a trois couleurs. Un log score supérieur a 2 donne une
couleur verte qui indique une bonne fiabilité et une forte probabilité d'identification, un log score
inférieur a 2 donne une couleur jaune qui indique une identification probable du genre et la couleur
rouge apparait lorsque le log score est inférieur a 1,6, ce qui explique que l'identification n'est pas
fiable (Nacef et al., 2017). Ensuite, le dendrogramme des isolats testés a été réalisé par la méthode
standard Biotyper MSP.
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2.7. Etudes des potentiels technologiques des souches
2.7.1 Cinétigue de croissance des souches

L’étude de la cinétique de croissance consiste a déterminer le temps de la phase exponentielle des
souches isolées par mesure de leur densité optique (DO) au cours du temps a I’aide d’un
spectrophotométre. A cet effet les souches ont été cultivées dans 10ml du bouillon MRS et M17 &
37 °C, aprés 18h avant de testées leur croissance la densité optique de chaque souche a été ajustée
a 0.1 par inoculation de chaque culture dans des flacons contenant chacun 100ml du bouillon MRS
et M17 .Puis les flacons ont été incubés a 37°C et la densité optique a été mesurée a une longueur
d’onde 600nm , a intervalle de 60min pendant 24h, le spectrophotométre a été calibré a 0%
d’absorbance par les bouillons MRS et M 17 vierges. Ensuite la courbe de croissance a été construite
a partir de calcul la valeur moyenne de la DO de trois répétitions pour chaque espéce (Ribeiro et
al., 2021). En paralléle la méthode de dénombrement sur gélose a été employée.

2.7.2 Potentiel acidifiant et coagulant

Le potentiel coagulant et acidifiant a été déterminé dans le lait écrémé préparé a 10%. Les souches
ont été cultivées dans 7ml de bouillon MRS et M17 et incubées a 37°C, aprés 18h ont été
centrifugées a 5000 trs pendant 5min, lavées et re-suspendues avec 1’eau peptone puis chaque
souche a été inoculée dans deux tubes contenant 10ml du lait écrémé et incubé a 37°C jusqu’a la
coagulation du lait. Aprés I’incubation chaque tube a été homogénéisé et transféré dans un flacon
contenant 100ml du lait écrémé, ensuite les flacons ont été incubés a 37°C pendant 24 h a 48h. Pour
chaque souche deux flacons ont été ensemencés dont un a utiliser pour déterminer le potentiel
coagulant et I’autre pour suivre la cinétique d’acidification par la mesure de pH et dosage de
I’acidité titrable, a un intervalle du temps 2h, 4h,6h,8h et 24 h. (Franciosi et al., 2009).

Le potentiel coagulant a éte réalisé en mesurant la synérése, en prenant compte du temps de la
coagulation et 1’aspect de coagulum obtenu. La synérése a été mesurée en collectant a I’aide d’une
seringue le lactosérum a la surface du coagulum puis la synérése collectée a été exprimée en
pourcentage (V/V) du lait fermenté. (Deux répétitions ont été effectuées pour chaque souche)
(Lucey et al., 1998).

2.7.3. Potentiel épaississant et texturant

La capacité de nos souches lactiques a produire des EPS a été déterminée par 1’étude de potentiel

texturant et épaississant afin d’évaluer leur propriété rhéologique et leur utilisation, donc 1’étude
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des deux potentiels texturant et épaississant a éte faite en exposant les souches a tester a un milieu

hypersaccharosé. Pour le potentiel texturant, un volume de 100 pl de chaque culture jeune a été
ensemencé en strie sur gélose MSE ainsi sur la gélose MRS contenant différentes sources de
carbone comme saccharose, fructose, mannose et lactose a raison de 5%. Apres 48 h & 37 et 45°C,
la production des EPS au niveau de colonie a été vérifiée par I’apparition des colonies larges et
gluantes. Le potentiel épaississant a été détecté par I’inoculation de 5% d’une culture jeune de 18h
sur le lait écrémé stérile additionné a 12% de saccharose, la fermentation du lait et ’apparition de
I’aspect collant on les a comparés avec le témoin négatif (lait sans saccharose) apres 1’incubation
a 30°C pendant 24h (Kim et al., 2008).

2.7.4. Potentiel protéolytique

Le potentiel protéolytique a été recherché par I’ensemencement en touche de 10 ul d’une culture
d’une nuit de chaque souche a tester sur géloses PCA, YMA et MRS additionnées de 10% du lait
écrémé stérile. Les zones transparentes ou opaques entourant les points inoculés ont été mesurées
aprés I’incubation a 37°C pendant 24 a 48h (Karakas-Sen et Karakas, 2018). Le potentiel a la
proteolyse des caséines du lait a été confirmé sur milieu liquide selon la méthode de Badis et al.
(2004) un volume 100 pl d’une culture jeune des souches qui ont été déja testées sur la gélose a
été ensemencé sur MRS liquide sans peptone additionnée de 10% de caseine du lait. Apres 24h

d’incubation, I’hydrolyse de la caséine a été révélée par ’apparition d’un coagulum dans le milieu.

2.7.5. Potentiel lipolytique

Le potentiel lipolytique a été déterminé selon la méthode de (Ateslier et Metin, 2006), la gélose
MRS a été supplémentée par 0.1g/l de CaCl; et 1% de tween 80 stériles puis 10 ul de la suspension
des cultures de 18h a été déposé sur les disques de papier wattman et ensemenceé ainsi directement
sur la gélose en spot. L’incubation a été faite a 37°C pendant 48 a 72h. La lipolyse a été détectée

par la mesure les diamétres des zones apparues autour des spots et des disques entourés dun dépot.
2.7.6. Potentiel autolytique

Ce potentiel a été étudié selon les techniques décrites par Piraino et al. (2008) et EI-Din et al.
(2002) avec petites modifications. Les souches a tester ont été centrifugées a 12000 tr/5min, le culot
a été récupéré et lavé par tampon PBS (pH7.2) puis remis en suspension dans le tampon PBS et
ajusté a une DO de 1 a 650nm. Ensuite la suspension de chaque souche a été soumise a unprocessus
d’autolyse : congélation a -20°C pendant 24h puis décongeélation, aprés décongélation les
suspensions ont été incubées a 37°C pendant 24h.

Le taux d’autolyse a été déterminé par le calcule le pourcentage de la diminution de la DO a 650nm
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apreés les 24h de I’incubation en appliquant la formule suivante :

Taux d’autolyse = (DO;i-Do:/ DO;) x 100

DO:i: DO initial (au début de I’incubation apres décongélation).
Dot : DO aprest jours (aprés 24h d’incubation).

Chaque densité optique a été mesurée en triple pour chaque souche.
2.7.7. Potentiel aromatisant

Le potentiel aromatisant a été mis en évidence sur le lait écrémeé (10%) et sur le milieu Clark et
Lubs. Les souches ont été cultivées pendant 18 et centrifugées a 4000 tr pendant 15min, le
surnagent a eté éliminé et le culot a été lavé et resuspendu dans I’eau peptone puis 100 pl a été
prélevé a partir de chaque suspension et inoculé¢ dans chaque milieu. Aprés 1’incubation a 30°C
pendant 24h, 3 a 5 gouttes des deux réactifs VPI (a- naphtol) et VPII (KOH) ont éteé ajoutées dans
chaque milieu. La formation d’un anneau rouge a la surface de milieu apreés un temps de 10min
indique que les souches ont la capacité a produire des composés aromatiques (Jaouani et al., 2015).
Certaines souches ont été testées pour leur potentiel aromatisant par le test VP trouvé dans la galerie
API 20E.

2.7.8. Potentiel antimicrobien

Le potentiel antimicrobien des souches contre Staphylococcus aureus (ATCC 259223), Bacillus
cereus (ATCC 10876), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853),), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), candida albicans (ATCC 10231), Proteus
mirabilis (ATCC 35659) a ete déterminé par la technique des disques et de diffusion en puits. Les
germes pathogénes ont cultivé dans le bouillon nutritif pendant 18h a 37°C, aprés I’incubation
chaque souche a été ajustée a une DO de 0.08 a 0.1 a 620 nm et ensemencée sur gélose MH puis
laissées 1h a une température ambiante. Ensuite des puits ont été réalisés et chaque puits a été
rempli par 100ul d’une culture jeune des souches lactiques, avant I’incubation a 37°C pendant 24h
, les boites ont été conservées a 4 °C pendant 1h. le potentiel antimicrobien a été évalué par la
mesure les diameétres des zones qui ont été apparues autour des puits et des disques. (Nami et al.,
2019).

2.8. Identification génotypique

L’identification génétique a ét¢é faite au niveau du laboratoire Gene Life Sciences a I'université Sidi

Bel Abbes par les techniques suivantes : L’extraction de I’ADN, I’amplification par PCR,
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L’¢lectrophorése sur gel d’agarose et le séquencage de I’ARN16S.

-L'extraction de 'ADN génomique bactérien a été réalisee par le kit d'extraction d'acide nucléique
GF-1 (“Vivantis Technologies Sdn Bhd, Selangor DE, Malaisie”) conformément aux
instructions du fabricant. L'ADN extrait a été conservé a 4°C jusqu'a ce qu'il soit nécessaire pour
la PCR.

L’AND ribosomal (ADNTr) a été amplifié a I’aide d’amorces du geéne de I'ARNr 16S (27F: 5' -
AGAGTT TGATCC TGG CTC AG - 3’) et (1492R: 5- CCG TCAATTCCTTTG AGT TT-
3). (Coulibaly et al., 2022).

La PCR a été effectuée dans un mélange réactionnel contenant un tampon PCR 1X (Solis Biodyne,
Estonie), 1,5 mM de chlorure de magnésium (Solis Biodyne, Estonie), 0,2 mM de chaque dNTP
(Solis Biodyne, Estonie), 2 U de Tag ADN Polymérase (Solis Biodyne, Estonie). L’amplification
PCR a été effectuée sur un thermocycleur (icycler Bio-Rad, USA) dans des petits tubes eppendorfs
contenant le mélange de réactions PCR de 25 pul de master mix (Taq DNA Polymerase), 3 ul de
matrice d'ADN, 5 ul de chaque amorce et complété a 50 ul de volume réactionnel avec de
I'H20moléculaire. Les étapes suivantes ont été réalisées :

Dénaturation initiale a 94°C pendant 2minutes) puis dénaturation a 94°C (1 minute). La procédure

de recuit a été réalisée pendant 1min a une température de 55°C et extension a 72°C (1 minute).

L'amplification a été répétée en 30 cycles suivis d’une extension finale a 72°C (7 minutes). Apres
I’amplification, 1’électrophorése sur gel d’agarose a 1.5% (Sigma-Aldrich, USA) a été appliquée
pour séparer les produits de PCR, une échelle d'’ADN de cent paires de bases (100 pb) (Solis
Biodyne, Estonie) a été utilisée comme marqueur de poids moléculaire de I’ ADN et I'électrophorése
a été effectuée a 80 V pendant 1 h 30 min. Et le gel formé a été visualisé sous lumiere UV apres
coloration avec Midori Green Advance (Nippon Genetics, Japon) et inspecté avec un
transilluminateur UV.

Les produits PCR ont été électrophoréses, purifiés par le kit (Clean-Up Kit, Vivantis) et envoyéa
une agence de séquencage (Apical scientific Sdn. Bhd.Malaisie). Les produits PCR ont été
séquencés dans le sens direct et inverse dans des réactions séparées et en double exemplaire.
Chague réaction contient 40 pg d’ADN matrice, 2 ul de I'amorce PCR appropriée, 10 pl d'eau et 2
ul de mélange réactionnel BigDye Terminator v3.1 Ready. Chaque réaction a été chauffée a 96 °C
pendant 1 min, suivie de 25 cycles a 96 °C pendant 10secondes, puis 50 °C pendant 5secondes

et

60 °C pendants 4 ses. Ensuite les produits de séquencage ont été purifiés a l'aide d'une méthode de
précipitation a I'éthanol pour éliminer les réactifs non incorporés et garantir une charge neutre. En

bref, les produits de séquencage ont été laves dans 80 pl d'un mélange de précipitation & 1’éthanol
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(3 ul de NaAc, 62,5 ul d'éthanol a 95 % et 14,5 pl d'eau) et 'ADN a été éliminé par centrifugation

(13 000, 15 min). Le culot a été de nouveau lavé dans 200 pul d'éthanol a 75 % et centrifugé (13
000,5 min). L'ADN granulé a été séché a l'air et réhydraté dans 15 pl de formamide, puis chargé
surun 3130 Genetic Analyzer Capillary Array pour la détection. Ensuite deux sequences avant et
deux séquences arriére pour chaque échantillon ont été alignées a l'aide de Bionumerics v3.5
(Applied Maths) pour obtenir une séquence composite. La qualité de chaque trace de séquence a
Les organismes ont été identifiés pour chaque essai en comparant les séquences obtenues a une
bibliothéque de bases de données de séquences connues du géne de I'ARNr 16S dans GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) par alignement de séquences multiples. La source
bactérienne de la séquence a été identifiée en la faisant correspondre & une séquence présentant le
score d'identité maximal le plus élevé de la base de données GenBank. Lorsque plus d'une espéce
bactérienne présente le méme score le plus élevé, toutes les espéces ont été enregistrées dans les
résultats. Les séquences sélectionnées ont eté alignées en utilisant ClustalX2, et le logiciel MEGA

6 a été utilisé pour construire un arbre phylogénétique.

2.9. Etude de Pactivité probiotique des souches pures

La capacité des souches isolées a la tolérance de 1’acidité et aux sels biliaires a été détectée selon

la méthode décrite par Hyronimus et al. (2000) et Guo et al. (2009).

2.9.1. Tolérance a ’acidité

Les souches ont été cultivées dans le bouillon MRS pendant 18h puis centrifugées a 15000 pendant
5min et lavées avec PBS (pH7.4) ensuite le culot a été récolté et remis en suspension dans MRS
ajuste a pH2 et a pH3 par acide acétique et incubé pendant 3h a 37°C. L’évaluation de la tolérance
et la survie a I’acidité ont été effectuées par la mesure de la DO et le dénombrement par comptage
des colonies sur la gélose a Oh et aprés 3h.

Le dénombrement a été déterminé selon la méthode citée par Joseph-Pierre Guiraud, (2003), la
dilution a été réalisée sur le bouillon MRS par le transfert 50 pl de I’'inoculum dans 450 pl du MRS
liquides puis a partir des trois premieres dilutions un volume de 10 pl a été prélevé et déposé en
spot sur la gélose MRS. Aprées 24h d’incubation les boites contenant 30a 300 colonies ont été
retenues pour calculer le nombre des colonies le taux de survie. Le nombre de colonies a été
exprimé en log UFC/ml.

Le nombre des colonies et le taux de survie ont été calculés en appliquant les formules suivantes :
UFC(N)= (X des colonies.1000 pl/ 30 pl) x1/d

Taux de survie (%) =log UFC a T3h/ log UFC a TOh x100
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2.9.2. Tolérance aux sels biliaires
Uniguement les souches qui tolérent le pH acide ont été testées pour leur tolérance aux sels biliaires.

La capacité de survie des souches dans la présence des sels biliaires a été déterminée par les mémes
étapes décrites précédemment dans la partie 2.9.1 sauf que les culots ont été suspendusdans le
bouillon MRS ajusté a 0.3%, 0.5% et 1% de sels biliaires.

2.9.3. Test d’hydrophobicité

Pour ce test la technique de Feng et al. (2017) a été appliquée avec des petites modifications, le
culot d’une culture de 18h a été récolté et lavé deux fois par PBS (pH7.4) puis resuspendu dans
PBS et ajusté a une DO de 1 a 540 nm. Chaque 3ml de la suspension a été inoculé par 0.6 a 1 ml
de xylene et mélangé par vortex pendant 2s puis incubé a 37°C pendant 10 a 30 min. Apreés
I’incubation, la phase aqueuse a été collectée pour mesurer la DO et I’hydrophobicité a été calculée

par 1’équation suivante :

Hydrophobicité%= DO initiale-DO finale/DO initiate X100.
2.9.4 Test de résistance au phénol

Les souches ont été cultivée dans le bouillon MRS pendant 18h.apres 18h, un volume de 200 pla
été inoculé dans le bouillon MRS supplément par 0.4% de phénol, I’incubation a été faite pendant
24h a 37°C. (Sirichokchatchawan et al., 2018). La survie des souches dans la présence de phénol
a eté déterminée par la mesure de la DO et calcule le taux de survie aprés 24 h par la formule
suivante :

Taux de survie (%) =log UFC a T24h/ log UFC a TOh x100

2.9.5. Test de sensibilité aux antibiotiques

Pour tester la sensibilité des souches aux antibiotique la méthode de diffusion des disques
d’antibiotiques a été utilisée, a partir de chaque culture d’une nuit ajustée a une DO convenable
a chaque espece. Un volume de 100 pl a été étalé a ’aide d’un écouvillon sur la gélose MRS puis
les disques suivants : Amoxicilline, cefoxidim, Ampiciline, Erythromycine, Ceftazidine,
vancomycin, gentamicine, Pipéracilline, Levofloxacin, Nitroxoline, Tetracycline, Amoxicilline +
Acide clavulanique ont été déposés a la surface de la gélose (chague boite recoit 6 disques). Les
boites ont été conservées a 4°C pendant 30 min ensuite incubées a 37°C pendant 24 a 48h. la
sensibilité a été révélée par la mesure les diamétres des zones d’inhibition entourées chaque

antibiotique. Les résultats ont été exprimé comme sensible (S >21 mm), intermédiaire (I entre 16-
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20 mm), et résistance (R<15 mm) (Mulaw et al., 2019).

2.10. Essai de Préparation d’un lait fermenté par ’application des souches isolées

Pour déterminer la performance de nos souches, un stage de 2 mois a été effectué au niveau de
I’usine SIDI-SAADA pour réaliser un essai de préparation d’un lait fermenté « yaourt étuvé » a
base de nos propres souches qui ont été identifiées génétiquement. A cet effet, nous avons

sélectionne les souches qui ont un bon potentiel technologique.

2.10.1 Choix des ferments

Le choix des levains a été fait selon les résultats des potentiels technologiques et par 1’étude des
interactions des souches entre elles pour sélectionner les souches qui n’expriment aucune inhibition

entre elles afin de pouvoir les utiliser sans aucun risque.

2.10.1.1. Etudes des interactions entre les souches isolées

Les souches qui ont été identifiées par MALDI-TOF MS et par séquencage de I’ARN 16S et qui
présentent un bon potentiel technologique ont éte choisies pour réaliser cette activitée. L’étude des
interactions a été examinée par deux méthodes. La premiere méthode décrite par Geis et al. (1983),
les souches d’une culture jeune de 18h ont été ensemencées en spots sur la gelose MRS et incubés
pendant 48h a 37°C pour permettre aux souches de se développer. Aprés I’incubationla, la gélose
a éteé recouverte par 7ml de la gélose semi-dure (0.8% d’agar) inoculée par 0.5ml d’une Seule
souche parmi les souches a tester puis les boites sont réincubées pendant 24h a 48h.

Toutes les souches a tester ont été utilisees comme des souches inhibitrices et indicatrices, les
souches ensemenceées dans la gélose ont été considérées comme des souches inhibitrices et les
souches inoculées sur la gélose semi-dure ont été considérées comme indicatrices. Le type
d’interaction entre les souches a été détecté par la présence ou I’absence des zones d’inhibitions
autour des spots. Pour la deuxieme méthode, une seule souche a été ensemencée par étalement a
I’aide d’un écouvillon sur la gélose puis les disques de papier Wattman stérile ont été imbibés par
les autres souches indicatrices et déposées a la surface de la gélose.

L’incubation a été faite pendant 48 a 72h a 37°C (Balouiri et al., 2016). L’apparition des zones
d’inhibition autour des spots et des disques indiquent qu’il y’a une interaction négative et les
souches sont antagonismes, par contre I’interaction négative (stimulation ou symbiose) se traduit

par I’absence d’une zone d’inhibition.
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2.10.2. Technologie de préparation
La technique de préparation a été faite en utilisant le processus suivant :
2.10.2.1 Préparation des levains

Les levains ont été préparés a base du lait écrémé a 10%. Aprés pasteurisation du lait par la
technique de la tyndallisation (72°C pendant 30min, refroidissement a 50°C puis pasteurisation a
95°C pendant 15secondes) le lait a été refroidi a 42°C puis ensemencé par les souches sélectionnées
en variant les proportions entre les souches. Ensuite le lait a été incubé a 42°C jusqu’a ce que le pH
final du lait atteint la valeur 4.5 et I’acidité soit comprise entre 65°C et 80°C.Les levains ont été
conservés a 4°C jusqu’au moment de I’utilisation.

Au cours de cette préparation, différents levains ont été realisés en méme temps en suivant les
mémes étapes de préparation citées dans le paragraphe au-dessus sauf que la différence était dans
le type des especes incorporées et les proportions de chaque espéce. Nous avons procédé a la
préparation des levains a base d’une souche commerciale en association avec nos souches et des
levains a base de nos souches seulement sans 1’ajout d’une souche commerciale avec les
proportions suivantes (60% St / 40% Lb, 60% Lb /40% St, 50% Lb S1=50% Lb S2 (Originale)).

2.10.2.2. Préparation d’un lait fermenté (yaourt étuvé)

La préparation a été faite au niveau de laboratoire de maniére industrielle. Le yaourt a éte préparé
par le mélange des deux types de la poudre de lait (écrémé0% « PPHU LAKTOPOLSP.Z.0. O
PL20631602 » et entier26% « Conaprole ») avec 1’eau et le sucre, le mélange a été soumis a un
traitement thermique puis les levains ont été ajoutés pour la fermentation. La recette (la quantité
des ingrédients intervenant dans la préparation) est portée dans le tableau (7). Le schéma de la

figure (11) explique les principales étapes qui ont été effectuée lors de la préparation.

Tableau 7 : La quantité des ingrédients intervenant dans la préparation.

Quantité des Ingrédients
PDL 0% : 88g/I PDL 26% :58g/I
Recette de la préparation | Sucre : 80g/I Levains lactiques 2.75%.
Eau 775 ml

Source : Directeur de laboratoire « Recherche et développement », (Sidi Saada), Dr Dahou Amine,
Dr Benbouziane Asri et BOUCHIBANE Malika.
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Reconstitution Eau +PDL + sucre

Homogénéisation et pasteurisation 95°C pendant 3 min

Refroidissement a la température
43 °C

Ajout des levains avec

Ensemencement a 43°C différentes proportions (60%
St /40% Lb, 60% Lb /40%

St, 50% Lb S1=50% LbS2)
a un taux de 2.75%

Conditionnement dans des pots

Etuvage a 42°C jusqu’a la formation d’un coagulum
et pH atteint la valeur 4.5 avec diminution de
I’acidité a un certain seuil varie de 65 a 80°D

Refroidissement rapide pendant 5
a 10min

Stockage au froid a 6°C

Figure 11 : Les principales étapes de 1’essai de la préparation d’un lait fermenté (yaourt étuve).

(Usine Sidi Saada).
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2.10.3 Evaluation de la qualité sensorielle

Evaluation sensorielle a été réalisée afin d’apprécier la performance de nos souches utilisées
comme culture starter dans la fermentation et la préparation d’un dérivé laitiers « le yaourt » sur
les caractéristiques organoleptiques.

Les caractéristiques organoleptiques (I’ardme, la texture, le gott, la couleur et ’odeur) ont été
évaluées par un panel composé de 40 panélistes qui sont des étudiants, des doctorants, des
enseignants universitaires et des personnes qu’elles ont 1’habitude de déguster le yaourt qui
travaillent dans ’'usine Sidi- Saada. On ‘a demand¢ au chaque dégustateur de classer le yaourt du
plus aimé au moins appreécier en utilisant une échelle de notation de 0 a 5. La fiche de dégustation
est présente en Annexe (02). Les échantillons du yaourt a déguster ont été donnés au dégustateur
anonymement dans des pots bien fermés et étiquetés (Photo en Annexe) avec de 1’eau pour rincer
la bouche lors de passage d’un échantillon a 1’autre afin d’¢liminer le golt de I’échantillon
précédent. Un yaourt étuve industriel « marque trefle » a été utilisé lors d’un test de dégustation

afin de permettre aux panélistes de le comparer au yaourt que nous avons prepare.

2.10.4 Contrdle de qualité physico-chimique

Six parametres ont été étudiés lors des analyses physico-chimiques (pH, Acidité, MG, EST, ESD
et la viscosité), ces parametres ont été déterminés a J1, J7 et J21 en suivant les protocoles de
"usine selon les normes NA 679, NA1130 (ISO 5534), (2014) ;NA15019, 1SO 11870, (2009) ;
NA 678, AFNOR V04-206, (1969).

2.10.4.1. Mesure du pH et de P’acidité

Le pH a été mesuré a I’aide d’'un pH meétre(OHAUS B5 19898958) en mettant 1’électrode
directement dans notre échantillon a analyser, les résultats finals du pH a été déterminé par le
calcule la moyenne des valeurs qui ont été trouvées sur le pH métre apres trois répétitions.

L’acidité a été déterminée apres titrage de 10ml du yaourt par une solution alcaline (NaOH 1/9)
en présence de 3 a 5 gouttes de I’indicateur de la couleur (la phénophtaléine) jusqu’a I’apparition

de la couleur rose pale. Le volume de la soude consommeée a été exprimé en ° D.
2.10.4.2. Mesure de la matiére grasse

Pour la mise en évidence de cette manipulation, un volume de 10ml de I’acide sulfurique a été
introduit dans un butyrometre puis 11 ml de chaque échantillon a analyser a été ajouté. Ensuite 1ml

de I’alcool iso amylique a été versé a la surface, aprés une bonne agitation avec précaution les
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butyromeétres ont été placées dans une centrifugeuse réglée a 1500 tr pendant 15min. Apres
centrifugation la lecture a été faite directement et rapidement sur le butyromeétre. Les résultats ont

été exprimés en pourcentage massique.
2.10.4.3. Détermination de I’extrait sec

Cette manipulation a été déterminé par la méthode de la thermobalance, dans une coupelle en
aluminium 2 g du yaourt a été pesé et étalé a la surface puis la coupelle a été placé dans I’appareil.

La lecture a éte faite sur ’écran de I’appareil aprés 20min.
2.10.4.4. Mesure de la viscosité

La viscosité a été mesurée a I’aide d’un viscosimétre a chute de bille modéele HAAKE FALLING
BAL VISCOSIMETRE Type C (German DIN 53015) (Figure 12), la technique consiste a remplir
notre produit a analyser dans le tube en verre puis introduire la bille pour calculer a I’aide d’un
chronometre le temps que met la bille pour parcourir une distance de 10 cm dans le tube qui contient
le produit. Puis la viscosité dynamique a été déduite en appliquant le principe de la dynamique par
les formules suivantes :

u=K. EDbille - & yaourt). t

K= 2r?g/9.x

u - Viscosité dynamique (Kg, m?, s?)
K : Constante, K=6.59 10
r : rayon de la bille , r=D/2=5.5mm
x : la distance d’écoulement de la bille, x= 10 cm g : la force , g = 9,81 m/S?
¢ bille: La masse volumique de la bille, & bille=1.68 10* Kg.m™
& yaourt : La masse volumique de yaourt , & yaourt=7 102 Kg.m
t : temps parcouru entre deux points A et B.

Pour chaque levain, la mesure de la viscosité a été répétée 3 fois.
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Figure 12 : Mesure de la viscosité.

2.10.5. Contrdle de la qualité microbiologique

La qualité microbiologique vise la recherche et le dénombrement de nos souches lactiques qui ont
été incorporés lors de la préparation du yaourt afin de vérifier la viabilité des souches et suivre leur
évolution. Ainsi la qualité microbiologique a été déterminée par la recherche et dénombrement de
quelques germes responsables de la contamination et de I’altération de la qualité sanitaire et
organoleptigque du produit. Pour toutes les analyses microbiologiques, une préparation des dilutions
décimales a été effectuée par pesage de 25g de chaque échantillon a analyser dans un flacon stérile
contenant 225ml de diluant (TSE). Puis a partir de cette suspension qui constitue la dilution mere
et corresponde a la dilution 10 1ml a été transféré dans9ml de TSE pour obtenir la dilution 1072
ensuite la méme fagon a été répétée pour aboutir a la dilution 107 (NA 15174,1SO 6887-4, 2017).

2.10.5.1. Recherche et déenombrement des souches lactiques

La recherche des souches lactique a été faite par ensemencement en masse 1ml des dilutions (10
® 10°, 107). Pour chaque dilution deux boites ont été ensemencée, une boite a été coulée par le
milieu MRS pour le dénombrement de Lactobacillus et I’autre coulée par M17, les deux boites ont
été incubées a 42°C. Aprés I’incubation les boites contenantes entre 10 et 300 colonies ont été

retenues pour le dénombrement en appliquant la formule suivante :

N=%c/(n1+0,1n2)d

nl est le nombre de boites comptées a la dilution la plus faible.

n2 est le nombre de boftes comptées a la dilution la plus élevée.
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Y.c est la somme des colonies comptées sur les boites contenantes entre 10 et 300 colonies.

d est la valeur correspondant a la dilution a partir de laquelle les premiers dénombrements ont été
retenus. (J. O. R.A,1998).

Avant le dénombrement une confirmation microscopique a été faite par coloration du gram et test

de catalase pour assurer 1’aspect des souches qui ont été utilisée dans la préparation.

2.10.5.2. Recherche et déenombrement des germes de contamination

Les méthodes de recherche des germes de contamination ont été faites a J+1, J+7 et J+21 en suivant
les méthodes de la pratique interne de 1'usine NA 5911, ISO 6611, (2004) ;NF V08-
017,(1980) ;1SO 6888-3, (2003) .Pour chaque germe cing échantillons ont été analysés. Pour tous
les germes recherchés, les dilutions (107, 102,10%) ont été réalisée et ensemencées en masse, ainsi
que la méme formule citée ci-dessous a été appliquée pour le dénombrement. Les résultats sont

exprimés en UFC/g.

> ¢ : la somme des colonies comptées sur les boites retenues.

d : taux de la dilution correspond a la premiére dilution retenue.

2.10.5.2.1. Recherche des coliformes totaux et fécaux.

La recherche des coliformes totaux et fécaux a éte effectuée sur gélose VRBL, I’incubation des
boites ensemencées a éte faite a 44°C pendant 24a 48h pour les CF et a 37°C pour les CT.
2.10.5.2.2. Recherche des levures et moisissures

Le dénombrement a été fait sur la gélose Sabouraud, par ensemencement en masse de 1ml des

dilutions de chaque échantillon suivi d’une incubation a 25°C pendant 5 jours.

2.10.5.2.3. Recherche de Staphylococcus aureus

Pour mettre en évidence la présence de ce germe, a partir des dilutions allant de 102 4 10%, 1 mla
été ensemencé dans un tube contenant 15 ml du milieu de Giolitti Cantoni additionnés par tellurite

de potassium suivi d’une incubation a 37°C pendant 24 & 48h.
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Apreés cette période d’incubation seulement les tubes virés en noire ont été ensemencés en masse et

la gélose Chapman a été coulée en boites, puis les boites ont été incubées a 37°C pendant 48h.
2.10.6. Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées a I’aide du logiciel SPSS (version 26), logiciel R (version

4.3.1) et avec le logiciel graph pad prism8.
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CHAPITRE I11 Résultats et discussion

1.Résultats de I’identification phénotypique

1.1. Résultats de I’isolement et I’identification préliminaire des isolats

L’échantillonnage de 19 échantillons prélevés a partir de 5 produits laitiers artisanaux collectés
de différentes régions nous a permis d’obtenir 280 isolats, dont 141 isolats trouvés dans les
produits J’ben « Blida (23 isolats), Nadma (31), Bechar (14), Médéa (15), Oran (10),
Khenchela (21) et El -bayadh(18isolats) », 22 isolats a partir du L’ben « Médéa (05 isolats) et
Ain defla (17 isolats) », 49 isolats trouvés dans le produit Zebda « Tizi Ouzou (23isolats). Ain
defla (05),Khenchela (05) et Médéa (16) », 08 du Raib « Blida » et 60 isolats ont été isolés du
Smen « Msila (07 isolats), Médéa (10), Nadma (24), Bechar (10) et Djelfa (09) ». A ce stade
les isolats ont été purifiés et présumés des bactéries lactiques selon leur caractéristique et leur
critére macroscopique et microscopique, la majorité des isolats testés étaient oxydase négatif,
catalase négative et gram positif. L’observation macroscopique sur le milieu solide a révélé des
colonies circulaires avec une taille variable d’une colonie a 1’autre, de couleurs blanchatres,
grisatres et transparentes et sur le milieu liquide I’apparition d’un aspect trouble avec la
formation d’un précipité au fonde tube. (Figures 13 et 14). L’observation microscopique a
montré la présence des cellules immobiles, disposées en chainette, en diplocoque, en tétrade
et en diplobacille sous les formes des bacilles long et court moyennement large, Cocci et

coccobacilles. (Figure 15).

Figure 13 : Aspect macroscopique des isolats sur les milieux solides.

55



CHAPITRE 111

Résultats et discussion

Figure 15 : Aspect microscopique des isolats.
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1. 2.Résultats des tests physiologiques et biochimiques

Les résultats de la caractérisation phénotypique ont permis de différencier entre les isolats
mesophiles et thermophiles, homofermentaires et hétérofermentaires et de sélectionner les
souches qui ont la capacité a fermenter différents sucres, cette caractérisation des isolats nous
a permis d’établir une pré-identification des isolats au niveau du genre. Les résultats trouvés
sont illustrés dans les tableaux (8 et 9) et la Figure 16. D’aprés la comparaison de nos résultats
avec Hammes et Hertel, (2006); Hammes et Hertel, (2015); Lahtinen et al., (2012) les isolats
sont apparentés aux trois genres suivants : Lactococcus, Enterococcus et Lactobacillus.

Parmi les coques lactiques, 63 isolats ont été identifiés. 10 isolats sont présumés du genre
Lactococcus présentent un caractére homofermentaire, ADH positif, esculine positive, se
développent a 0,1% et 0,3% de bleu de méthyléne, a 15°C et 37°C, a pH 4 et a 4% de NaCl,
mais pas a 45 °C, a pH 9,6 et a 6,5% de NaCl, ils ne fermentent pas I'lInositol, le Sorbitol, le
Rhamnose, le Melibiose, I'Amygdaline, le Xylose et Arabinose. Pour le reste des coques, 53
isolats sont attachés au genre Enterococcus et sont similaires dans tous les tests sauf dans le test
du profile fermenter du sucre ou il y a une petite différence, possedent le caractére
homofermentaire, ont la capacité de poussés a 15°C, 37°C et 45°C, a pH 4 et 9,6 et avec 4%
et 6,5% de NaCl, a 0,1% de bleu de méthylene, pas a 0,3%, esculine positive, ADH positive,
toutes les souches sont thermorésistantes. Parmi ces 53 isolats seulement 20 isolats qui ont été
testés pour la fermentation du sucre, d’aprés les résultats obtenus 09 isolats ne fermentent pas
I'Inositol, le Rhamnose, le Saccharose, le Melibiose, I'Amygdaline, Arabinose, le Xylose et le
Ribose et 11 isolats ne fermentent pas Sorbitol, mais fermentent 1’ Arabinose.

Parmi la collection des autres isolats, 87 isolats ont été orientés vers le genre Lactobacillus. Ces
isolats présentent une certaine différence dans quelques tests. Certains isolats sont des
Lactobacillus hétérofermentaires, esculine positive, ADH positive, ont I’aptitude a poussés a
15°C et 37°C, a pH 4 et avec 4% et 6.5% NaCl, mais pas a 45°C, a pH 9.6, et n'ont pas fermenté
le Mannitol, le Sorbitol, le Melibiose, I'Arabinose, le Xylose et le Ribose. Et par contre on ‘a
trouvé des isolats qui sont des Lactobacillus homofermentaires, ADH négative, se développent
a 15°C, 37°C et 45°C, a pH 4 et a 4% de NaCl, mais pas a pH 9.6 et a 6.5% de NaCl, n'ont pas

fermenté Sorbitol et Rhamnose.
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Tableau 8 : Caractérisation des tests physiologiques et biochimiques des isolats.

Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3
Non_1bre d _|§olats 10 53 87
identifiés
, S,men, L’ben, Raib, Smen, Zebda,
Source J’ben J’ben, Tben
Zebda
Forme Cocci Batonnet
Production de CO2 - - + - -
Hydrolyse de:
ADH + + + | - + +
Esculine + + + + + +
Citrate + - + |+ + +
Croissance dans le pH:
4 + + + | + + +
9.6 - + + - - -
Croissance dans différentes températures:
37°C + + + | + + +
15°C + + + | - + -
45 °C - + + |+ - +
Croissance dans différentes concentrations of NaCL
4% + + + | + + +
6.5% - + + | - + -
Test du lait de Sherman :
0.1% + + +
0.3% + - . ND
Test
thermorésistance i * * i *
Identification Lactococcus Enterococcus Lactobacillus
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Tableau 9 : Résultats du profil fermenter des sucres (microplaques et API20E).

Groupel Groupe 2 Groupe 3
Nombre des 10 9 11 15 10 15
isolats
identifiés
Les sucres testés:
Glucose + + + + + +
Mannitol + + + + - +
Inositol - - - + + +
Sorbitol - + - - - +
Rhamnose - - - - + +
Saccharose + - - + + +
Melibiose - - - + - +
Amygdaline - - - + + +
Arabinose - - + + - -
Fructose + + + + + +
Lactose + + + + + +
Xylose - - - - - -
Maltose + + + + + +
Ribose + - - + - +

Seulement quatre isolats qui appartiennent au genre Lactobacilles ont été identifiés sur la
galerie API 50CHL, les résultats ont permis de classer les 4 isolats a la méme espece
qui est « Lactobacillus plantarum ». Le tableau 10 et la Figure 16 montrent les résultats

du profile fermenter par la galerie API 50CH.
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Tableau 10 : Résultats du profil fermenter des sucres (galerie API 50CHL)

Les souches identifiees
Les sucres
JAS17, LMS1, ZMS1, SVS9
Glycérol Salicine +
Erythritol D-Cellobiose +
D-Arabinose D-Maltose +
L-Arabinose D-Lactose +
D-Ribose D-Melibiose +
D-Xylose D-Saccharose +
L-Xylose D-Trehalose +
D-Adonitol Inuline -
MDX D-Mélézitose +
D-Galactose D- Raffinose +
Glucozt-e Amidon i
D-Fructose Glycogéne -
D-Mannose Xylitol -
L-Sorbose Gentiobiose +
L-Rhamnose D-Turanose +
Dulcitol D-Lyxose -
Inositol D-Tagatose +
D-Mannitol D-Fucose -
D-Sorbitol L-Fucose -
MDM D-Arabitol -
MDG L-Arabitol -
NAG GN '
Amygdaline 2(|3< -
Arbutine 5G -
ESC
i deii?f?gg Lactobacillus plantarum
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Figure 16 : Photos sur le profile fermenter des sucres. A : Microplaques. B : Galeries APl 50CHL.
C : Galerie API 20E

2.Résultats de I’identification protéomique par MALDI-TOF MS

L’identification de nos isolats par la technique MALDI-TOF MS nous a confirmé leur
appartenance au bactéries lactiques. L’identification de 116 souches isolées a partir les cinq
produits artisanaux « J’ben, L’ben, Zebda, Raib et Smen » a montré la présence de 07 espéces
suivantes : Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus paracasei ssp
paracasei, Lactobacillus paraplantarum, Lactococcus lactis ssp lactis, Enterococcus faecalis

et Enterococcus faecium.
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Toutes les souches qui ont été identifiées ont généré des spectres de masse MALDI-TOF MS
avec des pics variant d’une espéce a une autre, la majorité des pics ont été obtenus dans la
fourchette 2000 a 11000 m/z. Les figures 17 et 18 représentent les spectres des especes
identifiées, pour chacune d'entre elles nous avons choisi un exemple de spectre de profil brut
(F1, G1, H1, I1) dans la figure 17 et (F1, G1, H1) dans la figure 18, les profils des souches qui
ont été comparés a ceux des souches de référence dans la base de données MALDI-TOF MS
Biotyper sont représentés comme (F2, G2, H2, 12) et (F2, G2, H2) dans les mémes figures sous
forme de spectres batons. Les batonnets de la partie supérieure colorés en vert, jaune et rouge
montrent la correspondance des profils des souches testées et les batonnets de la partie
inférieure colorés en bleu font référence aux profils des souches de références.

Apres la comparaison entre les spectres de nos souches identifiées et les spectres des souches
de référence, le degre de similitude est évalue par le calcul la valeur de log(score) de chaque
souche testée afin d’aboutir a une identification finale, puis a la fin de 1’identification une liste
de proposition des espéces de références a été produite avec un code couleur. Les listes
d’identification proposées par le logiciel Biotyper de Bruker 03 sont représentés en Annexe 3.
Les résultats ont révélé des valeurs du score proche et supérieur a 2,0, nous avons trouvé
(11isolats identifiés (9.48%) avec log(score) > 2.3 ; 65isolats (56.04%) avec log (score) < 2.3
et >2 ; 40 isolats avec log(score) <2 et >1.7. Les valeurs du score trouvées pour chaque souche
identifiée sont mentionnées dans 1’annexe 4. Les valeurs trouvées dans nos résultats sont
différentes et supérieures a celles des valeurs du score des souches qui ont été isolées aussi a
partir des produits laitiers artisanaux Algeérien par Arezki et al. (2019) qui ont rapporté que
parmi les vingt isolats identifiés comme espece Lactobacillus plantarum, seulement 4 souches
avaient des scores supérieurs a 2. Méme ils ont trouvé des valeurs inferieurs a 1.7. Par contre la

valeur de I’espéce Lactobacillus paracasei est supérieure a la valeur trouvée chez notre souche.

Cette différence est exprimée par la génération des spectres avec des bruits qui contient des pics
faibles, cela indique que les colonies testées ne sont pas des colonies pures ou bien leurs
protéines ribosomale et membranaire sont faibles. Selon Cherkaoui et al. (2010), la
détermination la valeur du score est basée sur trois facteurs : le nombre de pics correspondant
a la colonie testée, le nombre total de pics des spectres de la souche de référence et de la souche
testée, et la corrélation de I'intensité liée aux pics similaires.

Les souches représentatives de chaque espéce trouvée dans les cing produits analysés avec des
scores supérieurs a 2 ont été regroupées dans le dendrogramme présente dans la figure 19, Le
dendrogramme des souches sélectionnées dans chaque espéce identifiée a été réalisé par la
méthode standard Biotyper MSP, en utilisant les paramétres par défaut : le lien a été établi

comme moyen, la mesure de la distance a été définie comme une corrélation. Le dendrogramme
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illustre le regroupement hiérarchique des souches isolées a partir de différents produits et fournit
les relations de similitude entre eux.
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Figure 17 : Le profil des spectres de masse MALDI- TOF des souches appartenant aux

Lactobacillus plantarum (F1, F2), Lactobacillus fermentum (G1, G2), Lactobacillus

paraplantarum (H1, H2), lactobacillus paracasei ssp paracasei (11, 12).
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Figure 18 : Le profil des spectres de masse MALDI- TOF des espece :
Lactococcus lactis ssp lactis ( F1, F2), Enterococcus faecalis (G1 ,G2) et
Enterococcus faecium (H1, H2).
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MSP Dendrogram

E Lactobacillus plantarum DSM 1055 DSM
ES13 Lactobacillus paracasei ssp paracasei DS
RS1 Lactobacillus fermentum DS 0391 DSM
FT15 C3 Lactobacillus fermentum DSM 20391 DSM
T17C1 Lactobacillus fermentum DSM 20391 DSM
T15C2 Lactobacillus fermentum DSM 20391 DSM
LC2 Lactobacillus fermentum DSM 20391 DSM
LC1 Lactobacillus fermentum DSM 20391 DSM
32 Lactobacillus fermentum DSM 20391 DSM
rE9S1 Lactococcus lactis ssp lactis DSM 20661 DSM

EOS2 Lactococcus lactis ssp lactis DSM 20384 DSM
E10S2 Lactococcus lactis ssp lactis DSM 20661 DSM
E7 Lactococcus lactis ssp lactis DSM 20661 DSM
E10S1 Lactococcus lactis ssp lactis DSM 20661 DSM
SCS1 Enterococcus faecalis 7 4 CHB
JAS34 Enterococcus faecalis ATCC 7080 THL
JAS33 Enterococcus faecalis DSM 20409 DSM
JAS20 Enterococcus faecalis 20247 4 CHB
JAS11 Enterococcus faecalis ATCC 7080 THL
JAS28 Enterococcus faecium 20218 1 CHB

L SVS1 Enterococcus faecium DSM 17050 DSM
JBS8 Enterococcus faecium 20218 1 CHB
JBS13 Enterococcus faecium 20218 1 CHB
JAS8 Enterococcus faecium 11037 CHB
78 Enterococcus faecium 20218 1 CHB
JAS17 Lactobacillus plantarum DSM 1055 DSM
JBS8' Lactobacillus plantarum DSM 1055 DSM
JBS6 C1 Lactobacillus plantarum DSM 1055 DSM
\Y Lactobacillus plantarum DSM 20246 DSM
JAS3 C4 Lactobacillus plantarum DSM 1055 DSM
K! Lactobacillys plantarum DSM 1055 DSM
SVS1' Lactobacillus plantarum DSM 1055 DSM
JBS4 Lactobacillus plantarum DSM 2601 DSM
JAS15 Lactobacillus plantarum DSM 10667 T DSM
JAS14 Lactobacillus plantarum DSM 1055 DSM
JAS1 Lactobacillus plantarum ssp plantarum D
JBS20 Lactobacillus plantarum DSM 20246 DSM
JBS5H Lactobacillus plantarum DSM 2601 DSM
JBS24 Lactobacillus plantarum DSM 12028 DSM
JAS16 Lactobacillus plantarum DSM 1055 DSM

o

1000 800 600 400 200

Distance Level

Figure 19 : Dendrogramme illustrant le regroupement hiérarchique des spectres des espéces identifiées par MALDI-TOF-MS.

M 2649 DSM

SM 20174T DSM
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2.1. Résultats de la répartition des souches selon I’identification MALDI-TOF MS

D’aprés Les données des analyses protéiniques de la distribution générale des espéces, nous
avons constaté que Lactobacillus fermentum est ’espéce dominante des souches isolées avec
un pourcentage de 31,04%, suivi par Enterococcus faecium (24. 14%), vient ensuite
Lactobacillus plantarum qui occupe un pourcentage de 21. 55% et Enterococcus faecalis
(17,24%), avec la sous-espéce Lactococcus lactis ssp lactis qui représente 4,31%, et enfin les
deux sous-especes Lactobacillus paracasei ssp paracasei et Lactobacillus paraplantarum avec
un faible pourcentage de 0,86%. (Figure 20). Les deux especes (Lactobacillus fermentum et
Lactobacillus plantarum) du genre Lactobacillus ont été trouvées dans les 5 types des produits
qui ont été analysés. Cependant les deux espéces Lactobacillus paracasei ssp paracasei et
Lactobacillus paraplantarum ont été isolées uniquement a partir du J’ben. Lactobacillus
paracasei ssp paracasei a été identifié uniquement sur le J’ben de la région de KHENCHELA
préparé a base du lait cru de chevre et Lactobacillus paraplantarum n'a été isolé qu'a partir du
J’ben de Nadma fabriqué avec lait cru de vache. Concernant les trois espéces (Lactococcus
lactis ssp lactis, Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium) nous constatons que la sous
espéce Lactococcus lactis ssp lactis a été trouvée uniquement dans un seul type du produit
nommé « J’ben » prélevé de la région de Médéa. Par contre les espéces Enterococcus faecalis
et Enterococcus faecium étaient présentes seulement dans les trois produits suivants : J’ben,
Smen et Zebda. Aucune espéce n’a été identifiée pour le produit Smen prélevé de la région

Bechar et Msila.

Lactobacillus
paraplantarum
Lactobacillus 0,86% Enterococcus
plantarum li
sigerty Sfaecalis

Lactococcus Enterococcus
lactis ssp lactis
4,31%

Lactobacillus

Lactobacillus
fermentum paracasei ssp
31,03% paracasei
0,86%

Figure 20 : La répartition des espéces de la collection lactique identifiées par MALDI-TOF MS.
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Parmi les 5 types du produit qui ont été analysés, les trois produits suivants : J’ben, Zebda et
Smen sont fabriqués a base deux types du lait cru (vache et de chévre). Les espéces qui ont été

identifiées dans chaque type du lait et pour chaque produit sont citées dans la figure 21.

J'ben a base du lait de vache J'ben a base du lait de chévre
746% 667%  66™%
2687% 2687% ‘ 13.33%
149%
29.85% X
246% 3%
¥ Enterococcus Faecalis & Enterococcus Faecolis
# Enterococens Faecium * Enterococcus Faecium
® Lactobacilius Fermentum # Lactodecillus Fermentum -
® Lactobecilles pareg i 8 Lactobacillns Paracasei ssp paracasei
Smen @ base du lait de vache Smen a base du lait de chévre
166™_ B3
o 50%
 Lactobeillus fermentum * lsctobecillus ianterum
% Enferococcus Faecium 1 Enterococcus Faeciim
8 Enterococcus Faecalls
Zebda a base du lait de vache Zebda a base du lait de chévre
66,67%
& Lactobacillus fermentum # lactobacillus Fermentum
u Enterococcus Faecium
& Lactobacillus Plantarum

Figure 21 : Répartition des especes de la collection lactique dans les produits fabriqués a base

du lait cru de vache et de chévre.
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Dans la présente étude, le genre Lactobacillus est quantitativement plus important que les
genres Enterococcus et Lactococcus. Meghoufel et al. (2017) ont signalé la dominance du
genre Enterococcus suivi des deux genres Leuconostoc et Lactobacillus dans le Jben
traditionnel. Par ailleurs, I’identification des souches lactiques isolées de certains produits
laitiers par la méme technique par Arezki et al. (2019) a montré la présence du genre
Lactobacillus. Trés peu d’étude sur les produits artisanaux en Algérie qui ont rapporté
I’identification par la technique Maldi-tof Ms de cing types produits en méme temps et collectés

dans plusieurs régions.

Cette technique a été utilisée pour identifier LAB a partir d'un fromage artisanal espagnol,
montrant la dominance du genre Lactobacillus qui englobe plusieurs espéces et sous-especes par
rapport les genres Lactococcus et Leuconostoc. (Sanchez-Juanes et al., 2020). L’identification
des souches lactiques par la méme technique isolée par Gantzias et al. (2020) et par Nacef et
al. (2017) a montré la prédominante du genre Lactobacillus. Cette identification se concorde
avec nos résultats en termes de genre lactique et les deux especes suivantes (Lactobacillus
Paracasei ssp paracasei, Lactobacillus plantarum) qui ont été trouvées dans notre echantillon

« J’ben ».

3. Résultats de I’étude des potentiels technologiques des souches lactiques

3.1. Résultats de la Cinétique de croissance des souches

La croissance de nos souches isolées a été déterminée par mesure de la DO et le dénombrement
sur gélose, quatorze souches ont été suivies pour leur croissance pendant 24h. Les courbes de
I’évolution de la densité optique en fonction du temps des 14 souches ont été générées par le
logiciel Graph Pad Prism9 selon le modele de croissance « Compertz growth » qui détermine
les parameétres de la cinétique de croissance : YM (densité maximale) et K (la durée de la phase
de latence). Les résultats sont présentés dans les figures (22 et 23). Sur la base des résultats, la
cinétique des souches testées s'est avérée variable d'une espéce a l'autre et méme au sein d'une
méme espece. Les résultats de la courbe de croissance que nous avons obtenus nous ont permis
de distinguer les différentes phases de croissance. En notant les espéces En. Faecalis , En.
Faecium et Lc. Lactis ssp lactis dont leurs courbes sont présentées sur la figure (22), montrant
une phase de latence réduite qui atteindre 2h30 a 4h avec des densités cellulaires allant de 0,101
a 0,493, 0,101 4 0,593 et 0,101 a 0,612, respectivement, suivie d’une phase exponentielle qui
s’allonge jusqu’a 24h d’incubation pour les souches de I’espéce Lactococcuslactis ssp lactis

avec une DO variee de 0.551 & 15.91, ce qui explique I’existence des nutriments
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Nécessaires a sa croissance dans le milieu. Nous avons trouvé que les deux especes testées codees
par E9S1 et E7 se sont révélées étre encore en phase exponentielle. En revanche, pour les souches
d'Enterococcus, nous avons noté 3 phases de croissance, dont la croissance est caractérisée par
une phase exponentielle, se terminant avant 24h, avec des valeurs de DO allantde 0,685 a 14,21
pour la souche JBS26 et de 0,774 a 14,54 pour la souche SMS4. Par conséquent, En. Faecalis
SCS1 s'est avéree croitre plus rapidement que E. faecium caractériséepar lI'achevement de la phase
exponentielle a 21 heures et un changement de densité optique de 0,874 a 16,74. Nous avons
constaté que les souches que nous avons testées avaient la capacité de croitre rapidement et
peuvent étre plus compétitives dans le processus de fermentation et que les courbes de nos
souches ont montré une meilleure cinétique de croissance par rapport a I'étude menée par
Ghalouni et al. (2018) sur la cinétique de croissance des souches Lactococcus et Enterococcus
isolées du lait fermenté « L’ben », ont trouvé des courbes de croissance caractérisées par une

phase de croissance qui est achevée a 16h.
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Figure 22 : Cinétique de croissance des especes appartiennent aux genres Enterococcus et

Lactococcus.
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La croissance des lactobacilles est caractérisée par une variabilité en phase de croissance entre
les souches testées ot on ‘a distingué la phase stationnaire pour les espéces Lb paracasei et Lb
paraplantarum comme montré la figure (23), dont leur croissance est caractérisée par une
phase exponentielle qui s’achéve a 18h d’incubation. Par laquelle Lb paraplantarum entre en
phase de déclin a 22h.Tandis que les souches de I’espéce Lb fermentum au bout de 24h
d’incubation restent en pleine phase exponentielle. Alors que les trois souches de Lb plantarum
au sein de la méme espéce ont montré une aptitude de croissance qui est variée d’une souche a
I’autre. Toutefois, nous avons remarqué la présence de la croissance biphasique chez les
souches Lb f S2 (JKS1) et Lb pl S3(JAS17).

D’apres 1’étude de la cinétique de croissance on ‘a pu déterminer la durée de la croissance de
nos souches isolées et de constater que les souches des espéces Lb fermentum, Lc lactis ssp
lactis ainsi que les deux souches de Lb plantarum codées par Lb pl S1(JAS10) et Lb pl
S2(LMS1) ont une meilleure cinétique de croissance caractérisée par une phase exponentielle
plus lente qui dépasse les 24h d’incubation. Nous avons remarqué que la durée et les phases de
croissance différentes d’une espéce a une autre, Nos résultats concernant les souches
appartenant au genre Lactobacillus sont différents a celles trouvés par Amina et al. (2016) qui
ont rapporté que les souches Lactobacillus ont une longue durée de la phase de latence (0 a 8h)
en raison de la difficulté d'adaptation des souches au milieu de culture et une courte durée de la

phase exponentielle dont la durée variable d’une souche a une autre.

En se rapportant a la littérature, la courbe de croissance des bactéries lactiques est liée a leur

état physiologique de la souche, le milieu d’isolement et leurs besoins nutritionnels.

Mis Solval et al. (2019) ont rapporté que la composition de milieu de croissance a un impact
considérable et que le type de source de carbone et d'azote dans le milieu a un effet considérable
sur la croissance des Lactobacillus, ainsi ont trouvé que I’espéce Lb. plantarum avait une
cinétique de croissance et un rendement en biomasse cellulaire plus élevé que les autres espéces

appartenant au genre Lactobacillus.
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Figure 23 : Cinétique de croissance des espéces du genre Lactobacillus
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L’étude de la cinétique de croissance est trés importante dans la sélection des cultures starter
pour des applications industrielles. La détermination de la quantité de biomasses produite
pendant la croissance est I'un des criteres le plus intéressants qui pris en compte pour la sélection
des cultures starter des bactéries lactiques les plus performantes. On ne peut pas estimer la
quantité de la biomasse par la mesure de la DO, car la valeur de la DO nous donne le nombre
des cellules vivantes et mortes a la fois, donc les résultats de la cinétique de croissance par la
mesure de la DO ont été confirmé par le dénombrement le nombre UFC de chaque espéce en
fonction de la DO et en fonction du temps (chaque 2h) afin de trouver le nombre des cellules
vivantes seulement. L’allure des courbes de croissance selon le nombre des colonies comptées

en fonction de la DO et du temps est présentée dans les figures (24,25 et 26).

Les quantités de biomasses atteintes au bout de 24h par les espéces Lactococcus lactis ssp lactis
(LcS2, LcS1), Enterococcus faecium (SMS4) et Enterococcus faecalis (SCS1) sont comprises
entre(7.98a9.74, 7.89a9.59, 8.59a8.91et8.77a9.66 logs UFC/ml), respectivement (Figure
24). Nous avons constaté que la biomasse la plus importante est obtenue avec les deux souches
de I’espéce Lactococcus lactis ssp lactis (LcS2, LcS1) parraport la biomasse obtenue pour les
autres espéces. Ainsi des résultats similaires ont été observés pour leur courbe de la biomasse
et de la DO qui indique que Le nombre de log UFC/ml de la souche LcS2 est un peu plus éleve
que la souche LcS1 et que ces deux souches (LcS2, LcS1) sont en pleine phase de croissance
qui reste jusqu’a 24h, ont données a cette heure des quantités de biomasses de 9.59 a 9.74 avec
des valeurs de DO 15.27 a 15.74. Pour laguelle les souches Enterococcus faecium (JBS26) et
Enterococcus faecalis (SCS1) entrent en phase de déclin, leur nombre de log UFC/mI est
diminué a 18h de 9.97 28.91 et 10.03 2 9.66, respectivement, et la DO est augmentée juste pour
la souche (SMS4) de 12.45 a 14.48 et est diminuer de 16.08 a 15.82 pour la souche (SCS1).
La diminution de la biomasse peut étre due a I’épuisement des nutriments dans le milieu, donc
ces résultats de la biomasse ont confirmé le premier résultat qu’on a le trouvé dans la figure

22 qui nous a montré que leur phase exponentielle est achevée avant 24h.
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Figure 24 : Quantité de la biomasse produite par les especes En. Faecalis, En. faecium et Lc.lactis
ssp lactis.
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D’aprés les résultats de la détermination de la quantité de biomasses produite en fonction de la
DO par les espéces Lb fermentum, Lb plantarum, Lb paracasei et Lb paraplantarum illustrés
dans la figure 25 et 26, Nous avons pu déterminer & quelle DO le nombre de log UFC/mI est
en phase exponentielle. Nous avons constaté que la quantité de biomasse produite était
différente au sein de ces espéces et au sein des souches qui appartiennent aux mémes especes.
La croissance de I’espéce Lb. plantarum était trés rapide et les quantités de la biomasse
produites étaient plus élevées que toutes les espéces testées. A 4 h les souches des deux espéces
Lb plantarum S1(JAS10) et Lb. fermentum (JKS1) ont produites une excellente quantité (8.62
et 8.29) avec une DO 0,578 et 0.582 respectivement. Tandis que la croissance des autres souches
codées par Lb pIS3(JAS17), Lb f SI(LAS1) et I’espéce Lb. Paraplantarum (JAS15) est
augmentée a 6 h, ont produites ces quantités 8.53, 8.63 et 8.59 avec des valeurs de DO plus
¢élevées (0.691,0.663 et 0.860). Pour I’espéce Lb paracasei ssp paracasei (JKS13 la biomasse
a atteinte 8.05 a 18h. La quantité maximale de la biomasse a été obtenue a 18 h et a une DO
15,76 chez la souche Lb. plantarum S1(JAS10) d’une valeur de 9.9log UFC/mI (8.10° UFC/ml).
Nos valeurs trouvées étaient supérieures a celle trouvée par Barragan et al. ( 2020) qui ont
constatéque la concentration maximale de biomasse viable de Lb. plantarum ATCC 8014 était
de 9.53log CFU/ml sur le milieu MRS et de 9,58 log UFC/ml sur milieu de culture a base de
plasma sanguin bovin.

D’aprés Matejcekova et al. (2016) qui ont étudié et suivie la croissance de 1’espéce Lb.
plantarum dans le lait, ont rapporté que la dynamique de croissance est liée au facteurs
environnementaux de la souche (conditions d’anaérobiose, pH et les variations de température)
etles souches doivent présenter une vitesse et survie importante pour dominer la flore naturelle
dans I’environnement. Ainsi que ont constaté que la durée des phases de croissance et la quantité

de la biomasse de ’espéce Lb. plantarum sont variées selon la température d’incubation.
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Figure 25 : Quantité de la biomasse produite par Lb. plantarum et Lb.fermentum.
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Figure 26 : Quantité de la biomasse produite par Lb. Paracasei et Lb. Paraplantarum.
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3.2.Résultats du potentiel coagulant et acidifiant
3.2.1.Résultats du potentiel acidifiant

L’étude de la cinétique d’acidification a été réalisée afin de déterminer si les souches qu’on a
isolées conviennent au domaine d’application vise ou non. Pour chaque espece identifiee par
la techniqgue MALDI-TOF MS, plusieurs souches ont été testées pour ce potentiel. Les résultats
obtenus pour toutes les souches sont mentionnés en Annexe 5 et représentés par les figures
27,28,29,30 et 31 illustrées ci-dessous.

Pour les deux especes Lb.fermentum et Lb. plantarum uniquement les souches qui présentent
un bon résultat sont illustrés dans les graphes (Figure 27 et 28). Au bout de 8h , Nous avons
constaté que la totalité des souches qui appartiennent au ces deux especes présentent une
production progressive en acide lactique dans le lait écrémé avec un taux d’acidification se situe
dans I’intervalle 82<°D< 64 pour I’espeéce Lb plantarum et 71<°D< 54 pour I’espéce Lb
fermentum, qui est accompagnée d’un abaissement de pH, le pH est varié de 4.43 a 4.91 et de
4.52 a 4.74,respectivement.

Nous avons constaté également que nos souches isolées ont la capacité de fermenter le lactose
en acide lactique. Fait intéressant, Au bout de 4h parmi les 27 souches testées, les 3 souches Lb
plantarum LMS1, Lb plantarum JAS10, Lb fermentum LAS1 sont douées d’une forte activité
acidifiante parraport les autres souches ayant produite une acidité 62, 67 et 59, respectivement,
avec un pH qui a atteint la valeur 4.97 pour la souche LMS1, 4.68 pour la souche JAS10 et 4.92
pour la souche LAS1, D’autres souches ont été considérées comme bonne acidifiantes, il s’agit
des souches, Lb plantarum JAS17, Lb fermentum JBS1 et Lb paraplantarum ssp paraplantarum
JAS15 ont pu acidifier le lait et diminuer le pH a 6h, le pH a atteint les valeurs 4.90, 4.85 et
4.600, respectivement. Par ailleurs, I’espéce Lb paracasei JKS13 a été estimée comme
moyennement acidifiante. (Figure 29). Les valeurs des souches a pouvoir acidifiant faible sont
mentionnées en annexe 5.

D’une facon générale, nos résultats ont révélé que I’activité acidifiante des souches appartenant
a I’espeéce Lb plantarum est élevée par apport les autres espéces. Et toutes les souches testées
ont développé une acidité adéquate pendant 24 heures d'incubation, elle était comprise entre
100 & 123 pour Lb. plantarum et 88 a 116 pour Lb. fermentum. Il apparait également d’apres
les résultats obtenus que nos souches testées appartenant au genre Lactobacillus ont I’activité
acidifiante la plus prononcée comparativement aux souches isoléeset testées par Ketrouci et al.

(2021) qui ont trouvé que les souches de Lactobacillus plantarum

Métabolisent lentement le lactose et leur production d’acide lactique était faible, elle ne dépasse
pas 60 °D apres 24h.
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Figure 29 : courbes du suivie de 1’évolution du pH et ’acidité des souches de Lactobacillus
paracasei ssp paracasei et Lactobacillus paraplantarum.

Les figures 30 et 31 illustrées ci-dessous montrent que les especes Lc lactis ssp lactis, En
faecalis et En faecium ont une faible activité acidifiante comparant aux espéces qui
appartiennent au genre Lactobacillus. Nous avons constaté que la capacité des souches a
I’acidification différe selon I’espece et €galement au sein de la méme espece. En effet, parmi
les lactococci testés deux souches ont pu diminuer le pH au bout de 6h, a savoir les souches Lc
lactis E7 et Lc lactis E9S1 leur pH était de ’ordre 4.95 et 4.89 et leur acidité atteinte des valeurs
59 et 52°D, respectivement. Par contre la souche E9S2 a pu diminuer le pH de 6.10a 4.76au bout
de 8h avec un taux d’acidification 59. Terzi¢-Vidojevi¢ et al. (2020) ont noté que Lessouches
Lactococcus isolees des produits laitiers traditionnels ayant une capacité d'acidificationrapide,
étaient capables de diminuer le pH a 5.15 et de former le caillé au bout de 6h. En outre, Cogan
etal. (1997) Ont indiqué que les souches de Lactococcus comme de bonnes souches acidifiantes
si elles abaissaient le pH du lait a moins de 5 au bout de 6h. La méme remarque a été notée chez
les Enterococci, deux souches appartenant a ce genre a savoir SMS4 et ZAS5 ontprésenté un pH
4.92, 4.89 avec un taux d’acidification 59 et 61 respectivement au bout de 8h, les autres souches
appartenant au méme genre acidifiaient le lait lentement. Nos résultats rejoignent ceux de
Bozoudi et al. (2015) qui ont constaté que les souches d’Enterococcus ont une faible activité
acidifiante ainsi ont montre que les lactococcus ont une capacité d’acidification plus élevée que
I’Enterococcus, Cependant nos souches sont plus acidifiantes par rapport leur souches. Par
contre Mercha et al. (2020) ont rapporté que les souches d” Enterococcus isolée de lait de
chamelle ayant une activité acidifiante tres rapide et peuvent réduire le pH au bout de 4 h. cela
nous a permis de confirmer que la capacité d’acidification variée d’une espece a une autre et

peut étre liée au source d’isolement.
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3.2.2.Résultats du potentiel coagulant

Ce potentiel est essentiel pour choisir les bonnes souches afin obtenir des propriétés désirées

dans la préparation des dérivés laitiers. D’apres la mesure le taux du lactosérum et le temps de

coagulation, on ‘a constaté que la coagulation du lait écrémé (10%) par les souches qui
appartiennent aux especes : Enterococcus faecalis, lactococcus lactis et lactobacillus

fermentum donne une quantité importante de la synérése avec des valeurs 39%, 20% et 16%

respectivement plus élevées de celles trouvées chez les souches des autres especes (Lb

plantarum, Lb paraplantarum et Lb paracasei ssp paracasei) dont leur valeur la plus élevée est

9%. Ainsi Nous avons noté que les souches qui ont un taux de la synérése plus de 15%, I’aspect

de leur caillé est différent de ceux obtenus avec les souches qui ont un taux plus faible et qui

ont un aspect ferme et tres visqueux. Madhubasani et al. (2020) ont rapportés que la quantité
élevée de la synérese est un signe de defaut de la qualité du produit laitier, réduit la DLC de ce
produit laitier et le rend indésirable par le consommateur.

Nous avons pu sélectionner 5 souches codées Lb plantarum JAS10, JAS17, LMS1 et LAS3,
Lb fermentum LAS1 qui sont douées d’un pouvoir coagulant possédent les taux de synérese les
plus faibles 00%, 0.80%,1.80%, 1.50% et 00% respectivement, leur temps de coagulation ne
dépasse pas 10h a I’exception de la souche LAS1 et leur aspect du caillé était ferme, tres
visqueux et homogene. (Tableau 11, Figures 32). Il ressort qu’il existe une relation entre
I’aspect du caillé et la synérese, et cela signifie que la synérése joue un réle important dans la
formation du coagulum et que les souches qui ont un aspect visqueux peuvent étre des souches
productrices des EPS qui participent a la diminution de la synérése. L aptitude de nos souches
a la coagulation et a la sécrétion de la synérése differe selon les especes et au sein du méme
espéce également. Amatayakul et al. (2006) ont signalé que le niveau d’apparition de la
synérese dans les produits laitiers peut étre réduit par les souches productrices d’EPS ainsi que
Hickisch et al. (2016) ont observé que le degré de la synérese est influencé par le traitement
thermique du lait et par sa fermentation par différentes espéces produisant des EPS, ils ont
trouvé que la quantité de la synérese du lait ensemencé par Lb plantarum était plus élevé que le
lait ensemencé par Lb brevis. Parmi les souches de 1’espéce Lactobacillus fermentum, seule la
souche JKS1 s’est révélée capable de coaguler le lait au bout de 10h. En effet, Patil et al. (2015)

ont trouveé que les souches Lactobacillus fermentum ont coagulé le lait au bout de 7h.
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Tableau 11 : Paramétres rhéologiques du caillé obtenu par les espéces testées.

Taux de Temps du - \
Souches Synérése% coagulation Aspects du caillé Espéces
JAS10 00% 8h Fermeht(;erso\ggﬂléeux et
JBS6CL | 1.90%20.565 18h Fe”‘;%r;]’('fggrfe“x et
Ferme visqueux et
LMS1 1.80%:0.282 10h homogene
JASL | 1.65%20.070 18h Fermeggergo‘ggﬂgeux el | Lactobacillus
: plantarum
JAS17 | 0.80%:0.282 10h Fermeﬁéerjo‘ggﬂgeux et
SVSL | 5.700%:+0.282 24h Fe”‘;%r:]’gsggrfe“x et
Ferme tres visqueux et
LAS3 1.50%:0.424 10h homogene
Ferme, visqueux et Lactobacillus
JAS1S 1.35%+0.070 18h homogene paraplantarum
Ferme, moins visqueux et Lactobacillus
, paracasei
IKS13 9 %+0.707 Avant 24h homogéne Ssp .
_ paracasei
JKS9 | 7.60%z0.282 18h Fe”‘?%r;]’('fggrfeux et
JBES5 | 12.50%+3.53 18h Ferme, E‘O'”S visqueux et
5 omogeéne
LASL 00% 18h R
Ferme, visqueux et
JKS1 10%z00 10h homogéne
JBS1 16%+1.414 18h Filant et non homogene || actobacillus
LAS8 15%=00 18h Filant et non homogéne fermentum
ZMS7 11%=+00 Avant 24h Ferme et homogene
ZTS1 8.75%=1.060 24h Filant et non homogéne
E7 18h Ferme, moins visqueux et
13%+1.414 homogéne
E9S1 14%+2.828 24h Filant et non homogéne
E10S1 20 %=00 18h Filant et non homogéne | |actococcus lactis ssp
i lactis
E9S2 | 8.25%21.060 18h Fer”r‘]e' visqueux et
omogeéne
SCS1 31%+1.414 Apres 24h Filant et non homogéne
Enterococcus faecalis
ZAS5 39%+1.414 Apres 48h Filant et non homogéne
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Figure 32 : Aspect du caillé obtenu par quelques souches testées.

3.2.3.Résultats du pouvoir épaississant et texturant

Afin de confirmer I’aptitude des souches qui ont un faible taux de synérese a produire des EPS
mieux que celles qui ont un taux élevé de la synérése, nous avons testé leur pouvoir épaississant
et texturant. D’aprés la Figure 33 Nous avons trouvé que les souches qui ont été testées dans le
milieu lait saccharose donnent un aspect visqueux de coagulum, cet aspect a étédétecté lorsqu’il
s’écoule a travers les parois des tubes, ce qui nous a permet de confirmer que lessouches
présentent une viscosité. Ainsi nous avons pu noter un aspect filant et non homogenechez les

souches présentent un taux elevé de synerése. (Figure 34).
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Figures 33 : Aspect visqueux du coagulum formé sur le lait saccharose.

‘ ‘

Figure 34 : Aspect filant du caillé obtenu sur le lait saccharose.

Nous avons trouvé que Les souches qui présentent un aspect visqueux dans le milieu (lait
saccharose) sont capables de se développer sur le milieu MSE des colonies gluantes et visqueuses
témoignent la production d’un agent épaississent (les EPS) (Figures35). Certaines souches qui ont
un taux élevé de synérese sont capables de poussées sur MSE, mais sans développer des colonies
gluantes, cela indique que les souches testées ne peuvent formées desEPS. (Figures 36). Nous
avons constaté que les résultats sont différents d’une espéce a une autre et méme au sein d’une
méme espéce, cingq souches de I’espéce Lactobacillus plantarum codées par (JAS1, JBS6C1,
JAS10 JAS17, LMS1) ont développées des colonies gluantes sur gélose hypersaccharosé. Par
contre les souches des especes Lactobacillus fermentum et lactococcus lactis ssp lactis, qu’une
seule souche de chaque espéce codée par (LAS1 et E9S2),respectivement qui a pu former des
colonies gluantes. Un résultat similaire a été rapporté par Wang et al. (2010) que I’espéce
Lactobacillus plantarum possede une activité texturant plus importante que les autres espéces
lactiques et a la capacité de synthétiser une forte quantité de’EPS, et ont mentionné que I’EPS
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produit par cette souche était composé de mannose, glucose et galactose. Cela nous a permis de
confirmer les résultats que nous avons trouvé par la galerieAPI50CHL.Les souches des espéces
Lactobacillus paracasei et Enterococcus faecalis ont pu pousser sans développer des colonies
gluantes. Ces résultats nous a confirmer les résultats du pouvoir coagulant. Nous avons constaté
que la totalité des souches testées appartenant au espéces Lb plantarum, Lb paraplantarum et
I’espéces Lc lactis ssp lactis E9S2, Lb fermentum LAS1 ont un bon pouvoir texturant et
épaississant. Ces résultats ont révélé que nos souches pourraient étre utiliser comme culture starter
pour améliorer les propriétés rhéologiques des produits laitiers. Priyashantha et al. (2019) ont
observé que les propriétés rhéologiques ont été influencées par les cultures lactiques productrices
d'EPS qui ont la capacité de retenir le sérum sans I'expulser a la surface, ce qui améliore la
consistance et la fermeté du produit. De plus, Patil et al. (2015) ont montré que les souches
lactiques isolées des dérivés laitiers jouent un réle important dans I'amélioration de la saveur et
des attributs texturaux, elles contribuent ala perception de la sensation en bouche, de la texture et
du godt des produits laitiers fermentéset peuvent étre utilisées en tant que bioépaississants naturels.
D’autre part, Daba et al. (2021) ont également mentionné que les souches lactiques précisément
celles qui appartiennent aux especes Lactobacillus plantarum ont un pouvoir texturant et
épaississant et que leur application dans les produits laitiers améliore la qualité des produits.

Figures 35 : Aspects des colonies obtenues sur le milieu hypersaccharosé pour les
souches productrices des EPS.
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Figures 36 : Aspects des colonies obtenues pour les souches non productrices des EPS.

3.2.4.Résultats du potentiel autolytique

L’¢tude de ce potentiel est tres importante pour détecter I’aptitude des souches a la lyse et a la
libération des enzymes intracellulaires comme les enzymes protéolytiques et lipolytiques qui
participent dans le processus de la fermentation et la fabrication des aliments fermentés et jouent
un role important dans leur qualité organoleptique. D’apres les résultats mentionnés dans le
Tableau 12, nous avons remarque que les souches des especes Lactococcus lactis ssp lactis et
Enterococcus faecalis ont un faible potentiel autolytique avec un taux varié de 24.62a 39.95%
et de 18.23 a 19.23% respectivement, par rapport toutes les espéces testées. Ainsi il apparait
que les souches de I’espéce Lactobacillus fermentum nommee (LAS1, JKS9 et JBS1) sont
fortement autolytiques comparativement aux autres especes, mais le taux le plus éleve a été

enregistré chez la souche Lactobacillus paracasei ssp paracasei avec un taux de (70.17%).
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Tableau 12 : Taux d’autolyse des souches testées
Souches Taux(;l/;?utolyse Especes
JAS1 60.18 +0
JBS6C1 58.64+0.350
LMS1 52.36+1.115
JAS10 61.26+0.325
IASLT 59.060.0150 Lactobacillus plantarum
SVS1 60.95+0.035
LAS3 45.66+0.025
JAS15 41.69+0.035 Lactobacillus paraplantarum
JKS13 70.17+0.075 LaCtObaCisI!;SppaarZZiseeii
JKS9 63.39+0.015
JBESS 58.41+0.035
LAS1 64.12+0.04
JKS1 62.23+0.095
JBS1 66.32+0.115
LASS8 62.48+0.1
Lactobacillus fermentum
ZMS7 61.28+0.015
ZTS1 57.22+0.045
E7 26.96+0.935
E9S1 24.62+0.055
E1051 29.3+0.021 Lactococcus lactis ssp lactis
E9S2 39.95+0.025
SCS1 18.23+0.03
ZAS5 19.23+0.065 Enterococcus faecalis

87



CHAPITRE I11 Résultats et discussion

Céamara et al. (2019) ont également trouvé que le taux maximum d'autolyse a été enregistré
chez I’espéce Lb paracasei (66.6%). Par contre Meng et al. (2018) ayant détecté que le niveau
d’autolyse pour cette I’espéce €tait moins important, variait de 0,05 a 39,33 %. On ‘a vu que le
tauxd’autolyse varié beaucoup d’une souche a une autre et que les souches Lactobacillus
s'autolysaient plus rapidement que I’Enterococcus et Lactococcus. Nos observations sont
comparables avec celles obtenues par Ayad et al. (2004) ayant montré que I’activité autolytique
des souches lactiques égyptiennes est plus rapide et plus importante chez Lactobacillus par
rapport les autres genres testés, ils ont enregistré un taux varié de 0 a 96%. Par ailleurs leurs
valeurs étaient supérieures a nos valeurs trouvees. Nos résultats sont en accord avec ceux de
Moussaid et al. (2021) ayant notés que les souches de Lactobacillus isolées du lait de chamelle
exercent un effet autolytique plus élevé que celui des souches appartenant au genres
Lactococcus et Enterococcus. Nieto-Arribas et al. (2010) ont rapporté que I’activité
autolytiques est tres intéressante dans la qualité organoleptique du fromage, elle peut accelérer
le développement del'ardme du fromage et réduire I'amertume du fromage par 1’hydrolysant les
peptides hydrophobes.

3.2.5.Résultats du potentiel protéolytique et lipolytique

Les résultats obtenus pour le pouvoir protéolytique sont représentés dans le Tableau 13 et la
Figure 37 , toutes les souches ont présenté une activité protéolytique sur les milieux testés
(PCA et MRS additionné au lait écrémé ) dont les diametres des zones de la protéolyse varient
de 15.3+ 0.577 a 38.67+1.527 et 15.66+1.527 a 29.66+2.081,respectivement , cependant dans
la gélose YMA cette activité s’apparait uniquement chez les souches nommées(JBES5,ZMS 7,
ZTSlet LMS8 appartiennent a I’espece Lactobacillus fermentum dont le diamétre varié
del4.67+1.154 a 20.33+2.081.

D’autre part toutes les souches ont montré une capacité importante de dégrader les caséines
additionnées sur le bouillon MRS (Figures 37). Nous remarquons également que I’activité
protéolytique chez les souches testées sur gélose MRS se manifeste par I’apparition des zones
sombres parraport les autres milieux ainsi que les diameétres enregistrés sur ce milieu ont été
inférieurs aux diametres trouvés sur PCA. Silva et al., (2018) ont également observé deux types
de zones et ont rapporté que les zones protéolytiques présentées sur milieu MRS étaient
différentes de celles trouvées sur le milieu gélose au lait. lls ont expliqué que la zone claire
entourant les colonies est un indicateur que les bactéries protéolytiques hydrolysent la caséine
pour former des composeés azotés solubles. Et la plus claires sur la gélose au lait que les bactéries

produisent également de l'acide a partir des hydrates de carbone fermentescibles présents dans
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le milieu. Nous avons constaté que la souche (JKS13) Lb paracasei ssp paracasei est la souche
la plus performante affiche un diametre 38.67+1.527, et presque la totalité de nos souches testées
ont une forte activité protéolytique, donc les résultats que nous avons trouvé dans 1’identification
moléculaire par MALD-TOFMS nous permettent de confirmer les résultats de cette activité qui
montrent que les souches ayant un pouvoir protéolytique important sont les souches qui ont un
score éleve. Cela indique que leur systeme protéolytique est trés riche par le plasmide codant
pour la synthése des protéases associées a la paroi cellulaire qui participent a I’hydrolyse des
protéines a poids moléculaire élevé. Nos souches se sont révélées plus protéolytiques que les
souches lactiques testées par Dahou et al. (2016) et Marroki et Bousmaha-Marroki, (2014).
Les especes de Lactobacillus fermentum et Lactococcus lactis ssp lactis ont une activité
protéolytique plus prononcée que les especes Lactobacillus plantarum et Enterococcus
Faecalis. L’étude menée par Tandi Ruba et al. (2020) a montré que les souches de
Lactobacillus ayant une forte activiteé protéolytique par rapport les autres espéces et que
I’activité la plus élevée a été trouvée dans le lait fermenté par les especes Lb fermentum et Lb
kefiri. L’activité protéolytique des bactéries lactiques est trés importante, intervient dansles
caractéristiques organoleptiques des produits laitiers. La dégradation de la caséine est une étape
cruciale dans le développement des caractéristiques du fromage, libére des peptides des acides aminés
libres qui améliorent le développement de la texture et contribuent a 1’apparition des précurseurs des
composes aromatiques. (Campagnollo et al., 2018). D’autre part Bonomo et Salzano, (2013), ont
signalé que les souches hautement protéolytiques ne sont pas toujours adaptées a une utilisation comme
starter, car elles provoquent I'nydrolyse excessive de la caséine qui peut conduire a la production
incontrolée de peptides amers et d'autres substances indésirables, ce qui influence la texture et la qualité
produit final.

Le Tableau 13 résume ainsi les résultats obtenus pour le potentiel lipolytique, les résultats
montrent que le potentiel lipolytique n’a été détectée uniqguement chez les souches Lactobacillus
fermentum (JKS1), Lactobacillus paraplantarum (JAS15), Lactobacillus plantarum (JAS17,
LMS1 et JIBS6C1). (Figures 38). Sadi et al. (2016) ont également détecté la présence de cette
activité chez 1’espéce Lactobacillus plantarum. En ce qui concerne les autres souches testés un
résultat négatif a été trouvé, les souches présentent une croissance mais aucune zone claire n’a

été observé. Cependant, de Sousa et al. (2020) ont détecté la présence de I’activité lipolytiques
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chez les souches d’Enterococcus isolées du lactosérum de Fromage. Une étude réalisée par

Albayrak et Duran, (2021) sur les activités lipolytiques et protéolytiques des souches

d’Enterococcus isolées du fromage artisanal, a montré que ce genre ne posséde aucune

activité, ni lipolytique, ni proteolytique.

Tableau 13 : Résultat du pouvoir protéolytique et lipolytique sur les différents milieux.

Diamétres de Iactivité protéolytiques (mm) Diametres de Pactivité
PCA MRS YMA lipolytique(mm)
Lactobacillus plantarum
JAS1 15.67+0.577| 13.67+1.154 00 Croissance
JBS6C1 | 20.67£1.527| 17.33+0.577 00 17.33+£1.542
LMS1 18.33+1.527| 15.33£1.527 00 14.33+£1.154
JAS10 | 14.33+2.645| 12.33+2.081 00 Croissance
JAS17 | 16.67+0.577| 16.67+1.154 00 13.66+1.154
SVS1 34.67+1.527| 23.33+1.154 00
LAS3 27+1.732 20.67+2.081 00
JBS11 | 24.33+2.081| 22.33+0.577 00
ZMS1 26+2 27.33+1.154 00
JAS3C3 | 21.33+1.527| 18.33+0.577 00
SVS9 15.33+0.577 15+00 00
JBS32 | 19.67+1.154| 16.66+1.154 00 Croissance
JAS16 | 22.67+1.154| 18.66+1.155 00
JBS8CG | 31.33+1.154| 24.33+2.516 00
LAS4 13.67+£0.577| 11.67+0.577 00
Lactobacillus paraplantarum
JAS15 17.33+1.527| 15.66+1.527 00 20.67+0.577
Lactobacillus paracasei
JKS13 | 38.67+£1.527|29.66%2.081 00 Croissance
Lactococcus lactis ssp lactis
E7 33+1 29.33+0.577 00
E9S1 29.3+1.54 25.33+£1.527 00
Croissance
E10S1 29+2.645 22.33£1.527 00
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Suite du Tableau 13 : Résultat du pouvoir protéolytique et lipolytique sur les différents milieux.

E9S2 34.33+1.54 | 26.33+0.577 00
E10S2 | 30.33+2.516| 23.33+1.527 00
Lactobacillus fermentum
JBES5 | 30.33+1.154 23+1 20.33+2.081 _
Croissance
LAS1 15.67+1.154| 13.33+0.577 00
JKS1 18.33+0.577| 14.66x0.577 00 14.67+1.154
JBS1 14.33+0.577| 12.66+0.577 00
LASS 23.67+1.154| 12.33+1.527 00
ZMS7 34.33+1.154| 26.33+0.577 20+1.732
ZTS1 33.33+0.577| 24.33+0.577 14.67+1.154
JBES85 | 27.33+0.577 23+2 00 )
Croissance
LAS6 17.33+0.577| 15.66+0.577 00
LAS7 21.33+1.154| 13.33+0.577 00
LMS8 | 29.67+1.527| 19.66+1.527 | 15.67+1.154
Enterococcus faecalis
JASS 26.33+0.577| 22.33+1.527 00
SCS1 27.67+1.154 20+1 00
JAS33 25.67+1.527 20.66+0.577 00
JAS4 16.33+1.154 12.66+0.577 00 ]
ZAS5 | 31.33x1.154 25+2 00 Croissance
BES6 26+1 21,331.154 00
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Figure 37 : Activité protéolytique sur les différents milieux.

Lactobacillus fermentum Lactobacillus plantarum

Figures 38 : Activité lipolytique sur milieu MRS+ 1%Tween 80.

3.2.6.Résultats du potentiel aromatique

Pour ce potentiel nous avons trouvé 11 souches appartenant aux genres Lactobacillus et
Lactococcus sont douées d’un pouvoir aromatisant avec une intensité qui se differe d’une
espece a une autre dont ’anneau rouge révele que ces souches ont un potentiel aromatisant
important qui va participer aux caractéristiques organoleptiques des aliments fermentes (Figure
39). Pour les souches qui présentent des résultats positifs, Nous avons sélectionné : 3 souches
de Lactobacillus fermentum (LAS1, JKS1 etZTS1), 02 souches de Lactococcus lactis ssp lactis
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(E9S1 et E7) et 06 souches de Lactobacillus plantarum (LMS1, JAS10, JBS8CG, JAS17,
JBS6CL1 et JAS3C3).

Nous avons constaté que les souches de Lactobacillus fermentum ayant une activité plus
prononcée sur les deux milieux utilisés que les autres, en effet, la couleur de 1’anneau obtenu
est plus intense et importante chez cette espéce. (Figure 39). On remarque également que le
degré d’activité aromatisant observé dans le lait écrémé était plus faible par rapport le milieu
clark et Lubs. En outre, une étude menée par Tian et al. (2019) sur cette activité chez I’espéce
Lactobacillus plantarum isolée a partir d’un produit fermenté artisanale, a montré que cette
espéce a un fort pouvoir aromatisant et a la capacité a produire des substances aromatiques
telles que ’acétaldéhyde et le diacétyle. Et a également montré que cette espéce peut contribuer

au développement des ardbmes du yaourt.

- )

E’W—;J-}'

ermentum /

e

Lait écrémé 10% /

Figure 39 : Le pouvoir aromatisant de quelques souches testées.
3.2.7.Résultats du potentiel antimicrobien

A la lecture des résultats trouvés pour ce potentiel illustrés dans le Tableau 14 et la Figures
40, Nous avons constaté une variabilité des diametres des zones d’inhibitions exprimés par les
différentes especes lactiques vis-a-vis les souches indicatrices étudiées. Ce qui indique que les

germes pathogenes réagissent differemment avec les différentes especes testees.
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Les diametressont variés de 9.33+0,577 a 29.33+2.516. Presque la totalité des souches ont réagi
positivement sur toutes les souches indicatrices a I’exception des souches qui appartiennent
aux espéces Lactobacillus fermentum et Enterococcus qui ne présentent aucune activité contre
Proteus mirabilis. Ainsi nous avons trouvé que nos souches isolées sont douées de propriétés
antimicrobiennes tres appréciées vis-a-vis les Gram+ : Staphylococcus aureus ATCC25923 et
Bacillus cereus ATCC10876 et les Gram- : Escherichia coli ATCC 25922 et Proteus mirabilis
ATCC 35659 dont les plus grandes zones ont été enregistrées chez les souches codées par
LMS1, JBS6C1, ZMS1, JAS1, JAS16, JAS17, JBS11, JAS15, JKS13, E7, E9S2, ZMS7
et JBES8.Les souches appartiennent aux genres Enterococcus et Lactococcus ont montrée des
halos d’inhibitions moins importants que celles du genre Lactobacillus, le plus grand diametre
a été visualise autour des puits Escherichia coli ATCC 25922 (17,33+3,055) et aucune
inhibition n’a été observé contre la souche fongique Candidas albicans par les souches
Enterococcus faecalis .En se basant sur les résultats mentionnés dans le Tableau 14, nous avons
fait ressortir que ’activité inhibitrice exercée contre Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 et
Klebsiella pneumoniae ATCC700603 a été nettement moins importante avec un diameétre des
zones varie de 9£1.732 a 15.67+£2.081 et de9.66+1.154a 14.66+0.577 mm, respectivement. La
différence de réponse bactérienne peut étre due a des variations de la structure des parois
cellulaires, les germes a Gram- possedent une membrane phospholipide externe qui complete
la paroi impermeable aux métabolites antimicrobiens. Tandis que les germes a Gram+
possedent une couche de peptidoglycane qui est perméable aux substances antimicrobiennes
produites par les souches lactiques (Diep et Nes, 2002 ; Eijsink et al., 2002). Les résultats ont
révélé que les souches de Lactobacillus plantarum exercent un effet antimicrobien considerable
vis -a- vis Staphylococcus aureus ATCC25923, Bacillus cereus ATCC10876 et Escherichia
coli ATCC 25922 comparativement aux autres espéces. Cesrésultats sont en accord avec ceux
de I’étude menée par Mami & Kihal, (2019), sur le potentielantimicrobien des souches locales
de Lactobacillus plantarum, a montré que cette diminution est due a la production multiple de
bacteriocines. De plus, Hu et al. (2019) ont trouvé une forteactivité antimicrobienne pour
I’espece Lactobacillus plantarum et ont montré que les acides organiques produits par cette
espece ont joué un role clé dans cette activite.

En revanche, Rahmeh et al. (2019) ont étudié I’activité antimicrobienne des souches
appartiennent aux Lb plantarum, Lb fermentum et Lc lactis, ont trouvé que 1’espéce Lb
fermentum présente une forte activité antimicrobienne, d’autre part ont rapporté que Lb
fermentum et Lc lactisn’ont présenté aucune activité vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa. De
plus, Angmo et al. (2016)ont signalé qu’aucune souche lactique n’a présenté un effet
antimicrobien contre Pseudomonas . Cependant, 1’étude réalisée par Arqués et al. (2015), a

indiqué que l'activité antimicrobienne des especes lactiques isolées des produits laitiers contre
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les pathogenes est indépendante de I'espéce etde la souche et elle est principalement due a
la production bactériocines comme Pediocin etLacticin 3147, Nisin. Enterocin AS-48 produits
par Lb. plantarum WHE 92, Lc. lactis DPC 3147,Lc. Lactis CNRZ 150, E. faecalis TAB 28,
respectivement. Toutefois, Cheriguene et al. (2006)a également mentionné que les souches
lactiques isolées du lait de chevre étaient productricesde bactériocines.

En ce qui concerne I’activité exercée contre la souche fongique Candida albicans ATCC 10231
nous avons enregistré un diametre varié de10+1,732 &417,33+2,516 et les souches la plus efficaces
était Lactobacillus plantarum JBS6C1 et Lactobacillus plantarum JAS16. L’activité antifongique
a été suggérée peut-étre due a la production des souches lactiques d’un métabolite actif (les acides
organiques) et a la production des protéines (Bazukyan et al., 2018). En outre, les présents
résultats sont relativement comparables a ceux d’autres études évaluant I’activité antimicrobienne
des souches lactiques ( S. et al.,2020 ; Kamel et al.,2020 ; EI-Shenawy et al., 2017 ; Sharmaet
al., 2021).
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Tableau 14: Diamétres des zones d’inhibition de 1’activité antimicrobienne des souches lactiques testées vis-a-vis les souches pathogénes(mm)

Souches indicatrices
Escherichia | Pseudomonas| Klebsiella Candida Proteus
Staphylococcus Bacillus coli (ATCC | aeruginosa | pneumoniae albicans mirabilis
aureus (ATCC cereus 25922) (ATCC (ATCC (ATCC (ATCC
Souches 25923) (ATCC 27853) 700603) 10231) 35659)
lactiques 10876)
Lactobacillus plantarum
JAS1 14,33+0,577 | 15,67+2,081 17+2 10,33+ 1,527 | 12,67+0,577 | 15,67+1,527 0
JBS6C1 14,330,577 1612 21+1 13,67+1,527 | 13,33+2,516 | 17,33+2,516 | 18,67+2,081
LMS1 24,33£3,055 20%2 29,33£2,516 1413 17+4,582 15,33+1,527 | 13,33%1,527
JAS10 14,67+1,527 | 19,6745,033 | 22,66+1,527 | 14,67+1,527 | 15,67+£2,081 | 15,331,154 | 16,67+3,055
JAS17 14+1 15,33+1,154 16+2 13,67+3,055 | 13,67+2,081 | 13,67+2,081 | 14,670,577
SVS1 11,33+2,516 00 11,6743,214 00 10,33+2,081 00 0
LAS3 9,330,577 00 12,33+1,154 | 10,670,577 00 0 0
JBS11 16£3 12,33+1,154 | 9,33t£1,527 | 13,33%£1,154 | 10,672,081 0 0
ZMS1 18+3 2242 28,67+3,055 | 15,33+0,577 17+1 15+1 11,66+1,527
JAS3C3 14,671,527 162,645 | 27,331,154 1442 10,332,081 | 14,670,577 0
SVS9 10,33£1,154 00 12.67+1,527 0 10,33+1,527 | 8,66x1,154 0
JBS32 10,67+1,154 00 0 0 13,33+1,527 0 0
JAS16 14,3£1,527 | 17,661,154 | 23+2,645 13,67£3,055 151,732 16,66+2,081 1442
JBS8CG 13,33+1,154 | 13,67+0,577 2212 13,331,154 14+1 14,662,516 | 12,66%0,577
LAS4 10,332,516 | 9,33+1,154 10+0 10,331,154 1140 0 0
Lactobacillus paraplantarum
JAS1S | 13,33+2,516 | 17,67+2,516 | 21,33+2,081 | 13,67+2,886 | 13,331,154 | 1243 [ 16,671,154
Lactobacillus paracasei ssp paracasei
JKS13  |13+1,732 20,33+3,055 | 12,671,154 | 10,332,081 |  13x2 | 123%x2,081 |  12+0
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Suite du Tableau 14: diamétres des zones d’inhibition de I’activité antimicrobienne des souches lactiques testées vis-a-Vvis les souches

pathogenes(mm).
Souches
indicatrices
Staphylococcus | Bacillus | Escherichia | Pseudomonas| Klebsiella Candida Proteus
aureus cereus coli (ATCC | aeruginosa | pneumoniae | albicans | mirabilis
SO[_JCheS (ATCC (ATCC 25922) (ATCC (ATCC (ATCC | (ATCC
lactiques 25923) 10876) 27853) 700603) 10231) 35659)
Lactococcus lactis ssp lactis
E7 12+2 11,670,577 16+2 13,67+1,154 | 14,33+1,527 | 10+1,732 0
E9S1 11,33+2,081 0 10,33+2,081| 9+1,732 13,671,527 0 0
E10S1 11,33+2,516 0 13,33+1,527| 10,33+1,527 | 9,66+1,154 0 0
E9S2 9,67+2,081 0 17,33+£3,055| 14,67+3,055 11+1 1242 0
E10S2 10,67+2,516 |16,33+2,081| 9,33+0,577 | 14,33+1,527 | 11,671,527 | 10+2,645 0
Enterococcus faecalis

JASS5 10,67+3,055 0 15,66+2,516 0 11,67+0,577 0 0
SCS1 11,67+2,516 0 0 11,67+2,081 | 10+3,464 0 0
JAS33 12+1,732 0 0 10,67+2,516 10+0 0 0
JAS4 11,33+3,511 0 14+2 12+2,645 | 12,331,527 0 0
ZASS5 12,33+1,527 |13,33+1,527| 9,33+1,527 | 12,33+1,527 1240 0 0
JBES6 13,33+2,309 |11,33+1,154| 12+1,732 | 13,67+2,081 1410 0 0
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Suite du Tableau 14: diamétres des zones d’inhibition de I’activité antimicrobienne des souches lactiques testées vis-a-Vvis les souches
pathogénes(mm).

Lactobacillus fermentum
JBESS 12,33+1,527 12+3,464 |13,66+1,154| 12,33+0,577 | 14,66+0,577 | 10,33+0,577 0
LAS1 12,67+3,214 10£1 11,67+2,081| 14,67+1,527 | 13,330,577 12+3 0
JKS1 12+3 13,33+1,154 | 14,67+1,154| 14,670,577 13+1 13+1,732 0
JBS1 13,33+2,309 |14,33+1,527|14,67+2,081| 14,331,527 | 13,67+1,527 0 0
LASS 10+2,645 0 0 0 10,67+2,516 0 0
ZMS7 12,330,577 16+3,605 |15,33+£1,527| 14+2,645 13+1,732 | 14,671,527 0
ZTS1 152,645 11,33+0,577| 11,67+£0,577| 12,671,154 20£2 0 0
JBESS8 23,334£3,055 | 13,331,154 2245,291| 15,67+2,081 | 14,33+0,577 | 14+2,645 0
LASG 11,33+1,154 0 9,33+1,154 | 10,67+1,527 12+1 0 0
LAS7 9+1,732 9,67+1,527 | 10,671,527 10+0 11+2,645 0 0
LMS8 10,67+1,527 |12,67+0,577| 13,33+1527 | 10,671,527 | 14,33+0,577 | 9,33+1,154 0
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Figures 40 : Activité antimicrobienne de quelques souches testées
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4.Résultats de I’identification génotypique

Apres I’identification phénotypique et moléculaire par la technique MALDI-TOF MS. Nous avons fait
I’identification génétique, 22 souches ont été choisies pour les identifier par PCR etpar séquengage de
I’ARN16S.

Les produits de PCR ont été analysés par électrophorése sur gel d’agarose pour assurer et vérifier qu’il
y a une amplification et déterminer la taille des fragments d’ADN amplifiés. Les résultats obtenus de
gel d’électrophorese des souches amplifiées sont présentés dans la Figure 41. Nous avons obtenu des
bandes intenses qui corresponds aux fragments d’ADN amplifiés,’intensité¢ de la bande indique la
quantité d’acide nucléique plus les bandes sont dense plus nous avons d’un matériel nucléique, ainsi
nous avons remarqué que les fragments d’ADN amplifiés ont méme distance de migration, une bonne
taille et sont regroupés dans le méme profile avec une bande de 1300pb. L’ordre d’apparition des
bandes de PCR est comme suit, il en est de méme pour le reste de I’identification moléculaire : BMS4,
BMS5, BMS7, BMS10, BMS13, BMS21, BMS24, BMS25 BMS32, BMS38, BMS39, MBS41,
MBS43, MBS47,MBS48, MBS49, MBS52, BMS55, BMS57, MBS63, MBS64, BMS71.

NTC BMS4 BMS5 BMS7 BMS10 BMS13 BMS21 BMS24 BMS25 BMS32 BMS38 BMS39 MBS41 MBS43 MBS47MBS48 M PTC MBS49 MBS52 BMS55 BMS57 MBS63 MBS64 BMS7 1

M: 100 bp DNA Ladder, NTC: negative template control, PTC: Positive template control

Figure 41 : Gel électrophorése des 22 souches amplifiées par PCR.
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Apres sequencage, nous avons obtenu pour chaque souche une séquence spéciale qui correspond
aux brins amplifiés par les amorces utilisées lors du I’analyse par PCR, la lecture des séquences a
été faite par le logiciel bio-informatique chromas et Snapgene afin de visualiser le profil des
chromatogrammes des séquences obtenus qui nous renseigne sur la pureté des séquences et nous a
permis de corriger les séquences qui contient les bases nucléotidiques ambigués et de transformer
les séquences au format FASTA pour effectuer un alignement.

Les résultats du profil du chromatogramme montrent que les séquences de nos souches sont trés pures
et cela est révélé par la présence des meilleurs pics. Les séquences obtenues sont présentées en
Annexe 6. Par la suite, apres 1’analyse les chromatogrammes de séquengage, lesséquences de nos
souches examinées ont été comparées avec d’autres séquences de références mises dans la base de

données NCBI GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) a P’aide de I’outil BLAST pour confirmer

I’identité de chaque souche. D’aprés les résultats de basic local d’alignement, nous avons trouvé une
similarité presque totale pour toutes les sequences dont lepourcentage de similitude allant de 99.96
a 100%. Les résultats de I’identité des souches avec leurs pourcentages de similarités sont répertories
dans le tableau (15).

Tableau 15 : L’identité des souches identifiées par séquengage partial de I’ARN16S et leurs

pourcentages de similarités.

Code des Souches de références les plus proches Similarité des séquences

souches

A6 Limosilactobacillus fermentum strain NBRC 100%
15885

A7 Limosilactobacillus fermentum strain CIP | 100%
102980

A8 Limosilactobacillus fermentum strain CIP | 100%
102980

Bl Lactiplantibacillus pentosus strain 124-2 100%

B2 Lactiplantibacillus pentosus strain 124-2 100%

B3 Enterococcus faecium strain ATCC 19434 99.96%

B4 Limosilactobacillus fermentum strain CIP | 100%
102980
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Suite du Tableau 15 : L’identité des souches identifiées par séquencage partial de I’ARN16S et

leurs pourcentages de similarites.

B5 Limosilactobacillus fermentum strain CIP | 100%
102980

B6 Limosilactobacillus fermentum strain CIP | 100%
102980

B7 Limosilactobacillus fermentum strain NBRC | 100%
15885

B8 Limosilactobacillus fermentum strain NBRC | 100%
15885

C1 Enterococcus faecium strain ATCC 19434 100%

Cc2 Enterococcus faecium strain NBRC 100486 100%

C3 Enterococcus faecium strain ATCC 19434 100%

C4 Enterococcus faecium strain NBRC 100486 100%

C5 Enterococcus faecium strain NBRC 100486 100%

C6 Enterococcus faecium strain NBRC 100486 100%

C7 Enterococcus faecium strain NBRC 100486 100%

C8 Enterococcus faecium strain NBRC 100486 100%

D1 Enterococcus faecium strain NBRC 100486 100%

D2 Enterococcus faecium strain NBRC 100486 100%

D3 Lactiplantibacillus plantarum train JCM 1149 | 100%

La construction de l’arbre phylogénique de nos souches identifiées a été réalisée a I’aide du
programme MEGAG en utilisant 1’algorithme neigbor-joining comme parameétre pour déterminer les

relations phylogénétiques entre les différentes especes (figure 42).
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OM386885.1 Enterococcus faecium strain C3 16S ribosomal RNA gene partial sequence OM386889.1

erococcus faecium strain C7 16S ribosomal RNA gene partial sequence

ONI386883.1 Enterococcus faecium strain C1 16S ribosomal RNA gene partial sequence OM386888.1
erococcus faecium strain C6 16S ribosomal RNA gene partial sequence

386891.1 Enterococcus faecium strain D1 16S ribosomal RNA gene partial sequence OM386877.1
Enterococcus faecium strain B3 16S ribosomal RNA gene partial sequence OM386887.1 Enterococcus faecium

stiain C5 16S ribosomal RNA gene partial sequence

386892.1 Enterococcus faecium strain D2 16S ribosomal RNA gene partial sequence OM386890.1
Enterococcus faecium strain C8 16S ribosomal RNA gene partial sequence OM386884.1 Enterococcus
ium strain C2 16S ribosomal RNA gene partial sequence OM386886.1 Enterococcus faecium strain C4
ribosomal RNA gene partial sequence

Orﬂ386875A1 Lactiplantibacillus pentosus strain B1 16S ribosomal RNA gene partial sequence OM386876.1

IRL—&aetiplantibacillus pentosus strain B2 16S ribosomal RNA gene partial sequence
OM386893.1 Lactiplantibacillus plantarum strain D3 16S ribosomal RNA gene partial sequence OM386879.1

Lirposilactobacillus fermentum strain B5 16S ribosomal RNA gene partial sequence OM386873.1

Lifposilactobacillus fermentum strain A7 16S ribosomal RNA gene partial sequence OM386874.1

Limosilactobacillus fermentum strain A8 16S ribosomal RNA gene partial sequenceOM386878.1

Limosilactobacillus fermentum strain B4 16S ribosomal RNA gene partial sequence OM386880.1
Limosilactobacillus fermentum strain B6 16S ribosomal RNA gene partial sequence

386882.1 Limosilactobacillus fermentum strain B8 16S ribosomal RNA gene partial sequence

386872.1 Limosilactobacillus fermentum strain A6 16S ribosomal RNA gene partial sequence

OM386881.1 Limosilactobacillus fermentum strain B7 16S ribosomal RNA gene partial sequence

0.01

Figure 42: Arbre phylogénique basé sur les sequences de I’ARN 16S des 22 souches identifiées

D’apres les analyses des données obtenues, les résultats montrent que les 22 souches appartiennent
aux especes: Lactiplantibacillus plantarum ,Enterococcus faecium , Limosilactobacillus

fermentum, Lactiplantibacillus pentosus avec des pourcentages différents (figure 43).

Limosilactobac
illus
fermentum36,

36%
Enterococcus ‘
faecium 50% | |
Lactiplantibacillus
plantarum4,55%

Lactiplantibacillus
pentosus9,09%

Figure 43 : La répartition des espéces de la collection lactique identifiées par séquencage de
I’ARN16S.
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La meilleure chose dans notre travail, les séquences de nos souches ont été soumises et publiées dans

la base de nucléotidiques GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). Nous avons obtenu un numéro

d’accession spéeciale pour nos souches. Les numéros d’accession attribués pour chaquesouche sont

mentionnés dans le tableau (16).

Tableau 16 : Numéros d’accession de nos souches publiées dans GenBank.

Espace Numéros d’accession dans
P la base GenBank
A6(BMS4): SUB10993692 A6 Limosilactobacillus OM386872
fermentum
A7(BMS5):SUB10993692 A7 Limosilactobacillus OM386873
fermentum
A8(BMS7):SUB10993692 A8 Limosilactobacillus OM386874
fermentum
B1(BMS10):SUB10993692 B1 Lactiplantibacillus OM386875
pentosus
B2(BMS13):SUB10993692 B2 Lactiplantibacillus OM386876
pentosus
B3(BMS21):SUB10993692 B3 Enterococcus faecium OM386877
B4(BMS24):SUB10993692 B4 Limosilactobacillus OM386878
fermentum
B5(BMS25):SUB10993692 B5 Limosilactobacillus OM386879
fermentum
B6(BMS32):SUB10993692 B6 Limosilactobacillus OM386880
fermentum
B7(BMS38):SUB10993692 B7 Limosilactobacillus OM386881
fermentum
B8 (BMS39):SUB10993692 B8 Limosilactobacillus OM386882
fermentum
C1(BMS41):SUB10993692 C1 Enterococcus faecium OM386883
C2(BMS43):SUB10993692 C2 Enterococcus faecium OM386884
C3(BMS47):SUB10993692 C3 Enterococcus faecium OM386885
C4(BMS48):SUB10993692 C4 Enterococcus faecium OM386886
C5(BMS49):SUB10993692 C5 Enterococcus faecium OM386887
C6(BMS52):SUB10993692 C6 Enterococcus faecium OM386888
C7(BMS55):SUB10993692 C7 Enterococcus faecium OM386889
C8(BMS57):SUB10993692 C8 Enterococcus faecium OM386890
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D1(BMS63):SUB10993692 D1 Enterococcus faecium OM386891

D2(BMS64): SUB10993692 D2 Enterococcus faecium OM386892

D3(BMS71):SUB10993692 D3 Lactiplantibacillus OM386893
plantarum

4.1. Comparaison entre I’identification génotypique et protéomique :

Parmi les 22 souches identifiées par séquengage de I’ARN16S seulement treize qui ont été identifiées
auparavant par la techniqgue MALDI-TOF MS. La comparaison des résultats entre les deux techniques
a permis de mettre en évidence la présence des mémes espéces pour la majorité des souches a

I’exception de certaines souches qui ont une identité différente pour chaque technique (Tableau 17).

Tableau 17 : Comparaison entre 1’identification génotypique et protéomique.

Identification par o
Code 1 Code 2 Identification par ARN16S
MALDI-TOF MS

_ Limosilactobacillus
JKS9 A6(BMS4) Lactobacillus fermentum
fermentum

. - Limosilactobacillus
JBES10 A7(BMS5) Non identifiée
fermentum

_ Limosilactobacillus
JKS1 A8(BMS7) Lactobacillus fermentum
fermentum

_ Lactiplantibacillus
LAS1 B1(BMS10) | Lactobacillus fermentum
pentosus

_ Lactiplantibacillus
JAS17 B2(BMS13) | Lactobacillus plantarum
pentosus

SMS7 B3(BMS21) Non identifiée Enterococcus faecium

_ Limosilactobacillus
JBS1 B4(BMS24) | Lactobacillus fermentum
fermentum

_ Limosilactobacillus
JAS3 B5(BMS25) | Lactobacillus plantarum
fermentum

_ Limosilactobacillus
JAS1C1 B6(BMS32) | Lactobacillus plantarum
fermentum

105



CHAPITRE lll ; Résultats et discussion

Suite du Tableau 17 : Comparaison entre 1’identification génotypique et protéomique.

_ Limosilactobacillus
ZMS1 B7(BMS38) | Lactobacillus plantarum
fermentum
o Limosilactobacillus
SMS11 | B8 (BMS39) Non identifiée
fermentum
Lactococcus lactis ssp )
E7 C1(BMS41) _ Enterococcus faecium
lactis
SKS13 o _
C2(BMS43) Non identifiée Enterococcus faecium
Lactococcus lactis ssp )
E10S1 C3(BMS47) _ Enterococcus faecium
lactis
Lactococcus lactis ssp )
E9S1 C4(BMS48) _ Enterococcus faecium
lactis
JAS4A1 C5(BMS49) Non identifiée Enterococcus faecium
JBES29 | C6(BMS52) Non identifiée Enterococcus faecium
JKS16 C7(BMS55) Non identifiée Enterococcus faecium
SMS15 C8(BMS57) Non identifiée Enterococcus faecium
JBS40 D1(BMS63) Non identifiée Enterococcus faecium
SBES11 | D2(BMS64) Non identifiée Enterococcus faecium
_ Lactiplantibacillus
JAS10 D3(BMS71) | Lactobacillus plantarum
plantarum

Concernant I’identification des souches qui appartiennent au Lactobacillus, les deux méthodes
utilisées ont donné des résultats concordants pour le genre : toutes les souches ont été correctement
identifiées comme méme genre. Néanmoins, I’identification au niveau de 1’espéce était inverse pour
certaines souches. Cela indique qu’il existe une certaine similarité et que les séquences de ces
souches peuvent étre similaires et tres proches ce qui rend la technique MALDI-TOF MS ne permette
pas de les distinguées. En plus, I’espéce Lactiplantibacillus pentosus a été identifiée uniqguement
parPCR. Ces résultats s’expliquent par la différence dans les souches références existantes dans la
base dedonnées de chaque technique. En revanche, Les résultats étaient différents pour les souches
nommeées E7, E10S1 et E9S1, ont été identifiées par MALDI-TOF MS comme étant Lactococcus
lactis ssp lactis et par séquengage de I’ARN 16S comme Enterococcus faecium. Cette différence
peut étre due probablement aux amorces standards utilisées qui ne sont pas adaptées pour

I’identification de I’espéce Lactococcus lactis ssp lactis ou bien par mutation des souches, car
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I’identification a été faite aprés 3 ans de 1’isolement des ces souches cela peut influencer sur les résultats et
causer de mutation. Nos résultats sont en accord avec ceux de Callaway et al. (2013) qui ont trouvé que
I’identification des souches de Lactobacillus par les mémes techniques était discordante pour
certaines espéces et ont rapporté que le choix des amorces d’approprier limite la différence entre
les deux techniques. D’un autre coté Dec et al. (2016) ont montré queles deux techniques ont une
aptitude a I’identification précise des espéces, mais ont également signalé que certaines méthodes
génotypiques n’ont pas la capacité a discriminer les espéces présentant une homologie trés élevée
de séquences de I’ARN 16S. En outre, Garcia et al. (2016)ont indiqué que I’identification des
espéces de BL par I'analyse MALDI-TOF MS et l'analyse de I'ARNr 16S arévélé une concordance
de 100% pour les espéces Lb plantarum, Lb pentosus smais une divergence a été trouvée entre ces
deux techniques pour I’identification de Lb fermentum et Lb paracasei. Cette différence a été
également observée par Duskova et al. (2012).

5.Etude de Pactivité probiotique des souches pures

5.1.Résultats de la tolérance a Pacidité

Nous avons trouvé qu’aucune des 7 souches de Lactobacillus testées (Limosilactobacillus
fermentum JKS1, Lactiplantibacillus plantarum LMS1 et JAS10, Lactiplantibacillus pentosus
JAS17, Lactiplantibacillus paraplantarum JAS15, Lacticaseibacillus paracasei JKS13) n’a pu
survivre a pH2 par contre 1’essai de la tolérance au pH 3 a révélé que toutes les espéces ont montré
une bonne tolérance et ont présenté un taux de survie varié de 77.18%=1.74 a 93%=1.95. De plus,
les deux espéces Lacticaseibacillus paracasei JKS13 et Limosilactobacillus fermentum JKS1 ont
été considérées les plus tolérantes avec un taux de survie de 93%z+1.95 et 91.84%z=1.90,
respectivement (Figure 44). De plus, la méme constations a été faite par Mantzourani et al.
(2018) qui ont trouvé que 1’espece Lactobacillus paracasei présentait un fort potentiel probiotique
comparativement a la souche de référence Lactobacillusplantarum ATCC14971. Le taux de survie
de nos souches de I’espéce Lactiplantibacillus paraplantarum est inférieur a celui trouvé par Nath
et al. (2020) avec la méme espece isolée du lait fermenté (93.48%), et plus important par rapport a
ceux obtenus par Vanniyasingam etal. (2019) qui ont également signalé 1’incapacité de cette
espéce a résister au pH 2. D’autre part,pour la souche JKS1 des résultats proches a notres ont été
obtenus par 1’espéce Limosilactobacillus fermentum isolée a partir du lactosérum (Melia et al.,
2022).
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Azat et al. (2016) ont signalé que le pH du suc gastrique est considéré comme 1’un des principaux
facteurs la survie des souches lors de leur passage dans I’estomac et que le pH 3 est le pH optimal
et adéquat pour la sélection des souches probiotiques.
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JKS1:Lb fermentum, LMS1:Lb plantarum,
JAS10:Lb plantarum,JAS17 :Lb pentosus,
LAS1: Lb pentosus)KS13: Lb paracasei,
JAS15: Lb paraplantarum

Figure 44 : Taux de survie des souches testées a I’acidité.

5.2. Résultats de la tolérance aux sels biliaires

Selon la figure 45 les valeurs du taux de survie des souches dans les deux concentrations testées
varient entre 60.77%+2.10 a 91.46%=1.68 pour (0.3% sels biliaires) et 53.91%+2.39 a
87.02%+2.57(0.5% sels biliaires). Le taux le plus élevé a été enregistré chez Lacticaseibacillus
paracasei JKS13 dans 0.3% et 0.5%, et le plus faible chez Lactiplantibacillus pentosus LAS1 et
JAS17. Il ressort que toutes les souches ont une bonne tolérance a 0,3% mieux qu'a 0,5%. Deméme,
Zhang et al. (2016) ont trouvé que la viabilité des souches lactiques était faible a 0.5 et1%, ainsi
ont signalé que 0.3% une bonne concentration pour la sélection des souches tolérantes axsels biliaires.
D’autre part, Prete et al. (2020) ont signalé que 0.5% représente la concentration moyenne de bile
dans le tractus gastro-intestinal. Plusieurs études ont signalé la capacité de ces espéeces étudiées a la
tolérance aux sels biliaires, en effet, des résultats plus importants ont été enregistré par Marquez et
al. (2022) avec les espéces Limosilactobacillus fermentum 98.92% et Lactiplantibacillus

paraplantarum 96.09%. Tandis que, nos résultats del’espéces Lactiplantibacillus plantarum et
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Lactiplantibacillus pentosus sont similaires a ceux trouvés par Sitdhipol et al. (2021) qui ont

mentionné un taux de survie varié de 60a 70%. Et semblent étre plus proche aux résultats publiés
par Sirichokchatchawan et al. (2018) qui ont révélé une viabilité dans les deux concentrations
(0.3% et 0.5%). La tolérance aux sels biliaires est une caractéristique qui est spécifique a chaque
souche. En outre, une étude antérieure réalisée par Bao et al. (2010) a montré que la tolérance
des souches lactiques aux sels biliaires est li¢e a 1’activité des BSH qui peut les hydrolyser. La
figure 46 montre la viabilité des souches et ’aspect des colonies obtenues aprés 1’exposition des
souches aux sels biliaires et au pH.
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JKS1:Lb fermentum, LMS1:Lb plantarum,
JAS10:Lb plantarum,JAS17 :Lb pentosus,
LAS1: Lb pentosus)KS13: Lb paracasei,
JAS15: Lb paraplantarum

Figure 45 : Taux de survie des souches testées aux sels biliaire.
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\ Sels biliaires /

Figure 46 : L’aspect de croissance des colonies apres leur exposition au pH et aux sels biliaires.

5.3. Résultats de I’hydrophobicité
Selon les résultats illustrés dans la figure 47, il en ressort que les souches testées présentent une
hydrophobicité modérée (<60%). Les valeurs les plus élevées ont été enregistré chez
Lacticaseibacillus paracasei JKS13, Lactiplantibacillus pentosus LAS1 et Limosilactobacillus
fermentum JKS1 avec 59.85%=+1.48, 54.35%+1.62 et 51.65%+3.75, respectivement. Cela indique
que ces espéces ont la capacité d’adhérer a la muqueuse du tractus intestinal. Néanmoins, 1’espéce
Lactiplantibacillus plantarum JAS10 a donnée la valeur la plus faible (35.9%+2.12). En revanche, La
valeur que nous avons trouvée est plus importante a celle signalée par Jitpakdee et al. (2021) chez
Lactobacillus plantarum SPS109 (27.77%=2.04). Tandis que, Garcia-Cayuela et al. (2014) ont
affiché des valeurs trés élevée et ont rapporté que 1’espece Lactobacillus plantarum a une trés forte
capacité a la fixation sur les cellules épithéliales. De Plus, nos résultats sont différents a ceux d’Shi et
al. (2019) qui onttrouvé que Lactobacillus plantarum PT0018/KX078275.1 présente une forte
hydrophobicité que Lactobacillus paracasei LP 8/KR006315.1. Et sont similaires a ceux publiés par
Huang etal. (2021) qui ont révélé que Lb. paracasei subsp. Tolerans et Lb. Pentosus ont donnée un

pourcentage d’hydrophobicité plus élevé que Lb. Fermentum et Lb. plantarum subsp. Plantarum. De
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méme, Choudhary et al. (2019) ont indiqué que Lactobacillus pentosus présente une hydrophobicité

importante comparativement aux autres especes.
Tarique et al. (2022) ont suggéré que la capacité d'attachement d’une bactérie probiotique aux

cellules épithéliales est une propriété dépendante de la souche.
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JKS1:Lb fermentum, LMS1:Lb plantarum,
JAS10:Lb plantarum,JAS17 :Lb pentosus,
LAS1: Lb pentosusJKS13: Lb paracasei,
JAS15: Lb paraplantarum

Figure 47 : Pourcentage d’hydrophobicité.

5.4 Résultats de la résistance des souches au phénol

D’aprés les résultats obtenus, parmi les 7 souches testées uniquement les trois espéces :
Lacticaseibacillus paracasei JKS13, Limosilactobacillus fermentumJKS1 et Lactiplantibacillus
paraplantarum JAS15 qui ont montré une résistance au phénol a 0.4%. Avec un pourcentage de
croissance de 45.97%5.49, 38.91%+3.85 et 29.60%z=2.03, respectivement. (Figure 48). Des résultats
similaires a notres ont été obtenus par Fonseca et al. (2021) qui ont trouvé que le taux de survie de
phénol ne dépasse pas 60% en présence la concentration 0.2%, et que Lb. paracasei était I’espéce la
plus tolérante. En revanche, une étuderéalisée par Shehata et al. (2016) a révélé que I’espéce
Lactobacillus paracasei a montré une faible résistance a 0.5% du phénol (20%b) et une forte capacité
a tolérer ce composant a 0.2% (80%bo). La présence des phénols peut étre liée a de nombreux facteurs
tels que le régime alimentaire, les protéines et la composition du microbiote intestinal. La
détermination de la tolérance des souches aux phénols est une caractéristique intéressante pour la
caractérisation des souches probiotiques, car ils inhibent diverses espéces de bactéries et peuvent
affecter l'activité métabolique du microbiote. En plus, ils ont des effets bactériostatiques contre certaines
souches probiotiques. (Yadav et al., 2016). La figure 49 montre la viabilité des souches et I’aspect

des colonies obtenues apres leur résistance au phénol.
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mm MRES+0.4% phénol

mmm RS sans phéncl

Résistance au phéncl

Temps 24h

JKS1:Lb fermentum, LMS1:Lb plantarum,
JAS10:Lb plantarum,JAS17 :Lb pentosus,
LAS1: Lb pentosusJKS13: Lb paracasei,
JAS15: Lb paraplantarum

Figure 48 : Pourcentage de la résistance au phénol.

A

Figure 49 : L’aspect des colonies aprés leur croissance en présence de phénol.

5.5. Résultats de la sensibilité aux antibiotiques

Résultats de la sensibilité et la résistance des souches testées aux antibiotiques sont mentionnésdans le
tableau 18 et figure 50. Une grande sensibilité des souches a été remarquée envers
I’ Amoxicilline(25pg), Gentamicine(10ug), 1’Ampiciline(10pg), Pipéracilline(30ug), Nitroxoline
(20ug), Amoxicilline(20pug) + Acide clavulanique(10pg) et Erythromycine(15ug). Par ailleurs, une
sensibilit¢ moyenne a été révélé envers Ceftazidine(30png) et Levofloxacin(5pg). Tandis que, une

résistance a été enregistrée pour toutes les especes envers cefoxidim (30 Mg), Tetracycline(30ug) et
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Vancomycin(30pg) & I’exception de I’espéce Limosilactobacillus fermentum JKS1qui a révélée
sensible & ce dernier. Egalement, Morandi et al. (2015) et Vasieeet al. (2018) ont trouvé que toutes les

souches de Lactobacillus isolées des derivés laitiers étaient résistantes a la Vancomycine.

Nos résultats sont plus importants a ceux trouvés par Kasimin et al. (2020) qui ont signalé que les
souches de Lactobacillus isolées des produits laitiers ont une résistance envers Erythromycine.
Toutefois sont similaires a eux envers Ampiciline. En outre, les deux espéces Lactiplantibacillus
pentosus et Limosilactobacillus fermentum isolées par Boricha et al. (2019)ont montré des diamétres
des zones d’inhibitions moins importantes a nétres envers les trois antibiotiques :Tetracycline,

Amoxycyline et Erythromycine.

D’apres les résultats obtenus, Nous avons constaté qu’au sein de la méme espece, les souches sent
montré un degré variable de sensibilité et de la résistance. Pour chaque souche, le diamétredes zones
d’inhibitions differe selon I’antibiotique. La différence de la résistance et de la sensibilité trouvées peut

étre liée a la capacité des souches, et a la concentration des antibiotiques et leur mode d’action.

K. Wang et al. (2019) ont rapporté que les conditions de culture, telles que le milieu de culture ou le
volume de l'inoculum peut également influencer les tests de sensibilité. Plusieurs études ont signalé
¢galement qu’il existe des interactions variées entre les antibiotiques et les especes lactiques (Kumar
& Kumar, 2015 ;Vasiee et al., 2018; Reuben et al., 2020;Jhaet al., 2022).
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Tableau 18: Antibiogramme des souches lactiques testées.
Les antibiotiques
Souches ?E')V'ué cg<4g30 AmplOpg | E 15ug | gaz30ug | VA30ug | CN10pg | PRL30ug | LEV 5pg | NO20pg | TE 30pg | AMC30pg
Limosilactobacillus fermentum
JKS1 27.5£3.54| 10+1.41 19+2.83 |23.5£2.12|20.5+3.54| 20+1.41 | 25.5£3.53 | 11.5+2.12 | 13.5£3.54 | 19+1.41 16£1.41 31.5+£2.12
(©) (R) V) ©) ©) (©) ®) (R) (R) () ) ©)
IBS1 28+1.41 | 11+2.83 31+1.41 |24.542.12|21.5+2.12| 10£1.41 | 22.5+3.53 | 21.5+2.12 | 16+1.41 | 17.5+2.12 | 13.5%£2.12 33.5+£2.12
(©) (R) (©) ©) ®) (R) ©) () ) ) (R) S
Lactiplantibacillus plantarum
LMS1 16+1.41 00 29.5+2.12 | 23+£1.41 |17.5%£2.12 00 17.5+£2.12 14+1.41 14+4.24 15+1.41 9+1.41 25+2.83
) (R) (©) ©) V) (R) U) (R) (R) (R) (R) ©)
JAS10 25.5+3.53| 11+2.83 | 31.5+2.12 |25.54+2.12|18.5+2.12 00 14+1.41 25+2.83 | 16.5+3.54 | 22+2.82 13+2.83 33+£2.83
©) (R) ®) (©) O] (R) (R) ®) (1) S (R) S
Lactiplantibacillus pentosus
JAS17 26+1.41 | 9+0.71 28+2.82 20£2.83 | 15+1.41 00 23+2.83 24+2.83 12+2.83 25+2.83 10+2.83 2314.24
) (R) ©) V) (R) (R) ®) ©) (R) S (R) O]
LAS1 29.5+2.12 00 30+£2.82 |17.5+2.12| 20+1.41 00 25+2.83 | 22.5+4.95 | 18.5£3.54 | 27.5+2.12 | 13£1.41 26x2 .83
©) (R) ©) V) ) (R) ®) ®) ) S (R) O]
Lactiplantibacillus paraplantarum
JAS15 30x4.24 00 27521 | 22+2.83 | 17£1,41 00 14.5+£2,12 | 27.5£2.12 | 20.5£3.54 | 26.5£2.12 | 13.5£3.54 | 34.5£3.54
() (R) ©) ®) V) (R) (R) ©) ) S (R) S
Lacticaseibacillus paracasei
JKS13 26.5£2.12| 8+1.41 | 31.5+2.12 | 23+2.83 | 16x1.41 00 26.5£3.54 | 23.5+2.12 | 18.5+3.54 | 31+1.41 | 17.5+3.54 29+4.24
©) (R) ©) (©) V) (R) (©) ©) ) S) ) S

Sensible (S >21 mm), intermédiaire (I entre 16-20 mm) et résistance (R<15 mm).

AMX : Amoxicilline, CX : Cefoxidim, AMP : Ampiciline , E : Erythromycine, Gaz : Ceftazidine, VA : Vancomycin, CN : Gentamicine, PRL :

Pipéracilline , LEV : Levofloxacin, NO : Nitroxoline, TE : Tetracycline, AMC :Amoxicilline+ Acide clavulanique.
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Figure 50: L’antibiogramme des quelques souches testées.
6. Résultats de la préparation d’un lait fermenté par ’incorporation des souches isolées

6.1 Résultats du choix des levains

La sélection des levains est basée sur les trois potentiels suivants : acidifiant et coagulant,
texturant et aromatisant donc le choix est porté sur les souches les plus acidifiantes, texturants
et aromatisants ainsi que sur la base des résultats obtenus aprés 1’étude des interactions des
souches entre elles pour la reconstitution de nos levains lactiques afin de les utilisés dans la
préparation d’un lait fermenté « yaourt étuvé ». Pour 1’étude des interactions nous avons testé
seulement les souches qui appartiennent aux especes Lactiplantibacillus plantarum,
Lactiplantibacillus pentosus et Limosilactobacillus fermentum, les résultats montrent que la
majorité des souches testées présentent une interaction positive ce qui indique qu’il y a une
relation symbiotique entre elles (Tableau 19) . Nous avons constaté que les souches de I’espéce
Lactiplantibacillus pentosus sont symbiotiques avec toutes les espéces testées par contre les
souches de Limosilactobacillus fermentum sont antagonismes avec certaines souches de
I’espece Lactiplantibacillus plantarum codées par LMS1, JBS6C1 dont le diamétre varie de

8.67 a 10.67. Aussi présente une interaction négative entre elles-mémes.
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Lors de cette étude, six levains reconstitués sont utilisés, nous avons utilisé des especes

lactiques qui n’ont jamais été utilisées dans la préparation d’un lait fermenté « yaourt étuvé ».

Nous avons préparé deux levains a base de nos souches seulement sans 1’ajout d’une souche

commerciale et quatre levains qui contient nos souches en association avec une souche
commerciale (Streptococcusthermophilus (ChoozitTA54LYO125DCU:BC221/DA21).
(Tableau 20).

Tableau 19 : Résultats de I’étude des interactions entre les souches sélectionnées.

+ : interaction positif(symbiose), - : interaction négatif(antagonisme).

Souches JKS9 JBS1 JAS1C1 | JKS1 JAS17 LAS1 | JAS10 | LMS1 | JBS6C1
Limosilactobacillus fermentum
8.67x 10.67+
JKS9 00(+) 00(+) 00(+) 00(+) | 00(+) 00(+)
2.081(-) 0.58(-)
10+
JBS1 00(+) 00(+) | 00(+) | 00(+) | 00(+) | 00(+) 00(+)
2.65(-)
8.67+ 8.67+
JAS1C1 00(+) 00(+) | 00(+) | 00(+) | 0O(+) 00(+)
2.081(-) 1.53(-)
10.33t
JKs1 | oo) | oow) | B67*L 00(+) | 00(+) | 00(+) : 00(+)
53() 2.082(-)
Lactiplantibacillus pentosus
JAS17 | 00(+) 00(+) 00(+) | 00(+) 00(+) | 00(+) | 00(+) 00(+)
LASL | 00(+) 00(+) 00(+) | 00(+) | O0O0(+) 00(+) | 00(+) 00(+)
Lactiplantibacillus plantarum
JAS10 | 00(+) 00(+) 00(+) | 00(+) | 00(+) [ 00(+) 00(+) 00(+)
10.33¢
10+
LMS1 | 00(+) 00(+) | 2082 | oo+) | oo(+) | oo(+) 00(+)
2.65(-)
)
10.67+
JBS6C1 00(+) 00(+) | 00(+) | 00(+) | 00(+) | 0O(+) | 00(+)
0.58(-)
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Tableau 20 : Noms et proportions des levains reconstitués
Lactiplantibacillusplantarum
JAS10 OM386893 40%
Streptococcus
Souche thermophilus
LBML1|  commerciale | (. 0/iTAB4L YO125DCU: 60%
BC221/DA21)
Lactiplantibacillusplantarum
JAS10 OM386893 60%
LBM? o Streptococcus
ouche h hil 40%
commerciale thermophifus 0
Lactiplantibacillus pentosus
JAS17 OM386876 40%
LBM3 Streptococcus
Souche ) 60%
commerciale thermophilus 0
Lactiplantibacilluspentosus
JAS17 OM386876 60%
LBM4 Streptococcus
Souche ) 40%
commerciale thermophilus 0
LAS1 Lactiplantibacilluspentosus 50%
OM386875 et OM386876
LBMS JAS17 50%
JAS10 50%
Lactiplantibacillusplantarum
LBM6 LMS1 OM386893 50%

117



CHAPITRE Il : Résultats et discussion

6.2.Résultats de la qualité du produit fini

Un contrdle de la qualité sensoriel, physico-chimique et microbiologique a €té réalisé apres
avoir incorporé les levains reconstitués dans la préparation d’un lait fermenté « yaourt étuvé
».Nous avons obtenu un yaourt bien ferme avec une trés bonne texture. Comme nous avons

lui choisit un emballage qui comporte les composants du produit et le poids net. (Figure 51).

(§ )

Lait fermenté

Yaourt étuvé LLLBM

Composition: Lait écrémé 0% et 26%,
ferments lactiques, sucre

Poids net:100g
Produit en Algérie
Unité de LAB:SIDI SAADA-Relizane

Fab:10,11,2021

Exp: 26,12,2021
Conservé 4°Ca 6°C

Figure 51 : Aspect visuel du yaourt préparé par nos levains reconstitués et son emballage.

6.2.1.Résultats d’évaluation sensorielle

En industrie laitiere, la qualité du yaourt est déterminé chaque matinée par 1’étude des
caractéristiques organoleptiques généralement différents facteurs tels que la qualité du lait, le
contenu en composés aromatiques, les additifs, la texture influencent la qualité du yaourt
industriel. Dans notre étude le yaourt expérimental préparé a base de nos levains locaux avec
la poudre du lait sans I’ajout aucun ardme ou additif, les caractéristiques des 6 types du yaourt
ne varient pas : les 6 types sont préparés dans des mémes conditions et par méme marquede la
poudre du lait. Pour déterminer la qualité et les propriétés organoleptiques du notre produit,

aprés 5 jours de la préparation une séance de dégustation a été faite a 10h00 du matin.
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au niveau de laboratoire «Technologie alimentaire et nutrition » ainsi qu’au niveau de 1’usine
SIDI SAADA , pour avoir une description plus précise selon I’impression des dégustateurs et
connaitre 1’appréciation du produit s’il est accepté ou rejeté pour la consommation et de le

positionner vis-a-vis au témoin « yaourt étuvé industriel préparé par des levains commerciaux

» afin d’évaluer nos levains qui ont été utilisés comme culture starter. D’apres les résultats de
test de dégustation tous les panélistes ont jugé que les 6 types du yaourt préparé a base de nos
levains reconstitués comme meilleurs par rapport au témoin en ce qui concerne les cing

caracteéristiques organoleptiques testées (I’aréme, la texture, le godt, la couleur et I’odeur).

Les données de I’analyse sensorielle sont traitées par une étude statistique par les analyses
suivantes ; analyse des moyennes, analyse ACP afin de classer et sélectionner le meilleur

levain.

Pour le traitement statistique des données, en premier lieu pour chaque produit(levains), la
moyenne de tous les descripteurs étudiés pour chaque panéliste a été calculée. Les données
ont eté par la suite soumises a un classement selon le score finale (Tableau2l). Aprés un
traitement des données par I’ ACP a été réalisé simultanément sur les descripteurs sensoriels,

les panélistes et les produits.

Tableau 21 : Classement des produits.

1er 26 38 46 56 66
YLBM1 | YLBM2 | YLBM6 | YLBM5 | YLBM4 YLBM3
4,53 4,51 4,46 4.44 4.42 4.41
Traitement par ACP

Le grand intérét de ’ACP réside dans le fait qu’elle prend en compte toutes les variables
simultanément et non pas isolément. Elle permet de déceler les liens existants entre les
différentes variables étudiées et de traiter les évaluations des panélistes par produit et dégager

le maximum de variabilité.

Le choix des axes réside principalement sur la valeur propre ainsi le cumulatif des variances.
Le graphique du profil sensoriel a permis d’identifier deux axes (F1, F2) expliquant 73,06 de
la variabilité totale. L’axe Fiexplique a lui seul 57.33% de cette variabilité, tandis que I’axe

Foenexplique 15.74%. (Tableau 22).
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Tableau 22

Composante

: Valeurs propres des axes de I’ACP

Total

Valeurs propres initiales

% de la variance

% cumulé

1

a s w N

2,867
787
524
484
339

57,334
15,739
10,478
9,673
6,775

57,334
73,073
83,552
93,225
100,000

L’analyse des corrélations entre les variables (caractéristique sensorielle) révele que toutes les

variables s’opposent sur le méme axe du coté positif cela veut dire que les panélistes ont

apprécié les 5 descripteurs étudiés et la figure 52 montre que les 3 critéres (Couleur, odeur et

le godit) sont les plus appréciés comparativement aux Ardmes et texture.

Tracé des composantes dans I'espace apreés rotation

05

00

Cauleur
e
Odeur
]

Goit
°

texture
Arome
@

Composante 2

05

00

0s 10

Composante 1

Figure52 : ACP sur les descripteurs sensoriels.

Par la suite I’analyse consiste a réaliser une analyse par ACP sur les produits pour savoir les

préférences des panélistes. D’apres la figure 53, nous avons trouve que 6 produits se tendent

vers le coté positif du plan factoriel cela veut dire que les panélistes ont accepté les 6 produits.

Il s’avére que les produits nommeés (YLBML1, YLBMZ2, YLBMG6) ont une trés bonne qualité

et sont les plus préférés par rapport aux autres. Ces résultats nous a permis de confirmer les

premiers résultats trouvés dansla classification des produits par les moyennes.

D’aprés les résultats obtenus de cette analyse, on conclut que les produits qui sont préparés a

base de I’espece Lactiplantibacillus plantarum sont les plus estimés.
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Tracé des composantes dans I'espace aprés rotation

YLBM v gpaz
®
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Composante 2
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10 05 00 05 10

Composante 1

Figure 53 : ACP sur les produits.
L’analyse des corrélations entre les panélistes (Figure 54) montre que 34 panélistes s’opposent
sur le coté positif des facteurs scorel et score2 ont une réponse positive et similaire les
différentes caractéristiques ¢tudiées (Gofit, I’odeur, couleur, texture et Ardme). Et 6 panélistes
s’opposent sur le méme axe du cOté négatif ont une réponse néfaste face aux certaines

caractéristiques choisies.
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Figure 54 : ACP sur les panélistes.
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6.2.2.Résultats des analyses physico-chimiques
6.2.2.1.Résultats du pH et I’acidité

Les résultats du I’évolution du pH et de I’acidité du yaourt préparé a partir de nos levains
lactiques au cours du stockage sont représentés par la figure 55. Une diminution du pH pendant
toute la durée du stockage a été notée pour les 6 types du yaourt qui variée de 4.61 a 4.23, 4.58
a 4.17, 474 a 4.34, 4.68 a 4.28, 4.63 a 4.20 et de 4.56 a 4.14 pour YLBM1, YLBM2,
YLBM3,YLBM4, YLBM5, YLBMS6, respectivement. Ces valeurs sont proches au pH du
témoin qu’estvarié de 4.46 2 4.05. Quant & I’acidité, nous avons constaté une augmentation pour
les 6 yaourts.Cette augmentation est plus importante pour les yaourts YLBMS5 et YLBM6
préparés uniquement & base de nos souches (Lactiplantibacillus plantarum et
Lactiplantibacillus pentosus) et pour YLBMZ2 préparé par nos souches en association avec la
souche industrielle (Lactiplantibacillus plantarum+ Streptococcus thermophilus), les valeurs
enregistrées varient de 72.66 a 100.33, 83.66 a 111.66 et de 79 a 106.33°D, respectivement. 1l
en ressort qu’il existe une relation entre les proportion des levains, I’espéces et 1’acidité et que
les deux espéces Lactiplantibacillus plantarum et Lactiplantibacillus pentosus ont un effet
significatif surl’acidité obtenue. La méme constations a eté rapportée par Lorusso et al.
(2018) qui ont montré que Lb plantarum a développé une acidité plus elevé par rapport aux
autres espéces. La diminution du pH est favorisée par I’activité des ferments lactiques qui ont
la capacité de fermenter le lactose en acide lactique, avec une augmentation de I'acidité et une
diminution du pH. (Chougrani et al., 2009).

4.8 .
ik hi ik
11 ..
4,6 hlj i ghl h hi
efg dof
4.4
2 T ef
E_ bed Es be be
a6
42 1y < =
3
-
4
3.8
3.6 - o o
YL1 YLS Témoin

types du yaourt

EJ1 mJ7 mJ21

122



CHAPITRE Il : Résultats et discussion

140
120

100

o
Jk
fg
cd
I I a | |
YL1

Témoin

Acidité (oD)
& 8 &

g
=]

mJl mJ7 mJ21

Figure 55 : L’évolution du pH et de I’acidité au cours du stockage.

6.2.2.2 Résultats de la matiére grasse
Les résultats de I’évolution du taux de la matiére grasse sont représentés dans la Figure 56. On

constate que le taux de la MG reste constant pendant les Sept premiers jours du stockage pour
tous les types du yaourt a I’exception du yaourt YLBM3 (1.43%), puis diminue en fin de
conservation. Néanmoins, une diminution intense a été remarquée pour les yaourts inoculés par
Lactiplantibacillus pentosus, cela indique que cette espece a une activité lipolytique
importante. BOUCHIBANE et al. (2022) ont également trouvé que la teneur en matiere grasse
reste stable durant les 10 premiers jours du stockage, et ont signalé que cette stabilité est due
aux conditions de stockage : a I’abri de I’air, a I’abri de la lumicre et a 1’abri de la chaleur et

a la non-contamination par la flore lipolytique, y compris les Levures et les Moisissures.
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Figure 56 : Variation de la matiere grasse au cours du stockage.
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6.2.2.3.Résultats de I’extrait sec dégraissé et total

Les résultats obtenus en termes de la variation de I’extrait sec ont montré qu’une légére
diminution qui variée de l’intervalle (13-13.16%) a (12.43-12.99%) pour I'ESD et de
Iintervalle (14.41-14.64) & (13.62-14.39) pour ’EST, aprés 21 jours du stockage. En outre, les
résultats de ’EST et ESD de 6 yaourts préparés semblent étre proches. .(Figure57). Cette légere
diminution peut étre due a ’hydrolyse des sucres par les complexes enzymatiques et par
I’activité protéolytique des bactéries lactiques. Kihg¢ et al., (2022) ont trouvé des valeurs
supérieures que les notres et ont également observé une légere diminution qui variée entre
16,71% et 15,17%. Cette différence est liée au type de la poudre du lait et a la recette
de préparation. Une étude précédente réalisée par (Arslan & Bayrakgi., (2016), a révélé

unediminution de la matiére séche pendant le stockage
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Figure 57 : Variation de ’ESD et EST au cours du stockage
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6.2.2.4.Résultats de la viscosité

Les résultats obtenus indiquent que les valeurs enregistrées ont augmenté au cours du stockage, cette
augmentation a été observée pour les 6 types du yaourt. Toutefois, toutes les valeurs enregistrées
étaient supérieures au témoin. En revanche, nous avons constaté que la viscosité des yaourts
(YLBM1, YLBMZ2, YLBMS®6) inoculés par Lactiplantibacillus plantarum était plus importante
comparativement aux autres types. Elle est variée de 619.02+16.39 a 763.21+10.61, 671.95+16.20 a
795.74+10.61, 674.31+10.43 a 774.52+10.61, respectivement. (Figure58).

Lorusso et al. (2018) a également révélé I’augmentation de la viscosité au cours du temps dans la
boisson fermentée préparée par Lb plantarum B-20194. Wang et al. (2010) ont déclaré que plusieurs
conditions telles que le temps d'incubation, la quantité inoculée et le pH initial du milieu de culture

influencent sur la production de 'EPS qui participe a ’amélioration de la viscosité.
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Figure 58 : Variation de la viscosité au cours du stockage.

L’¢tude statistique de 6 parametres physico-chimiques étudiés a montré une différence hautement
significative.

6.2.3.Résultats des analyses microbiologique

6.2.3.1.Résultats de dénombrement des souches lactiques

D’aprés les résultats mentionnés dans le tableau 23, nous avons trouvé que durant les sept premiers
jours du stockage, le nombre d’UFC de Streptococcus thermophilus enregistré pour les 4 types du
yaourt est supérieur au Lactiplantibacillus plantarum et pentosus. Toutefois, aprés 7jours une

augmentation a été observée pour les trois especes, mais nous avons noté une augmentation plus
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importante pour le nombre de Lactiplantibacillus plantarum et pentosus et le nombre le plus élevé a
été obtenu dans le yaourt YLBMG6. En revanche, au 21° jour une diminution plus prononcée a été
remarquée pour I’espéce Streptococcus thermophilus. Alors que le nombre d’UFC de
Lactiplantibacillus plantarum et pentosus est diminué légérement. En outre, les valeurs de
Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus enregistrées pour le yaourt préparé
industriellement sont inférieures a celles trouvées dans notre produit. Nous constatons que les espéces
. Lactiplantibacillus plantarum et pentosus survivent plus que I’espéce Streptococcus thermophilus,
cela est expliqué par ’effet de I’acidité développée. L’étude réalisée par Awfa et al. (2020) a montré
qu’au cours de la conservation des yaourts fabriqués industriellement, la survie de St. Thermophilus
était moins importante a celle de Lb. Bulgaricus. Les mémes remarques ont été rapportees par Ayivi
& lbrahim, (2022) et Rul, (2017) ayant indiqué une augmentation de Lb. Bulgaricus et diminution
de St. Thermophilus aucours du stockage. L’association de ces deux derniéres espéces a été utilisée
et etudiée par plusieurs chercheurs, mais aucune étude n’a éte faite entre 1’association de 1’espéce St.
Thermophilus avec Lactiplantibacillus plantarum et Lactiplantibacillus pentosus. Cependant, dans
notre étude nous déduisons que nos souches ont donné des mémes interactions comme Lb.Bulgaricus.

Tableau 23: Evolution du nombre de nos levains ( N.10® UFC/ml) dans le yaourt au cours du

stockage.
Lactobacillus plantarum
Streptococcus thermophilus Lactobacillus pentosus
| Les (N.10° UFC/ml) (N.10° UFC/ml)
evains Normes
J1 J7 J21 J1 J7 J21
YLBM1 | 168+11.31 | 282+11.31 | 109+12.72 | 109+12.73 | 354+8.49 334+8.9
YLBM2 134+8.49 | 214+22.62 | 76+11.31 127+4.24 474+19.8 | 413+24.04
YLBM3 188+7.07 | 239+15.55 98+2.83 159+1.41 | 330+42.43 | 302+25.46
YLBM4 | 173+18.38 | 213+24.04 8815.66 138+2.83 | 374+22.63 | 317+29.7
YLBM5 ND 155+7.07 | 413+18.38 | 375+12.73
YLBM6 ND 210+14.14 | 504+19.8 | 417+24.04
Plus de
Yaourt 107
_ UFC/ml
Témoin
(souches | 120+14.14 | 211+18.38 75+7.07 88+2.83 324+8.48 27418.49
industriell
es)
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CHAPITRE 111 : Résultats et discussion

6.2.3.2.Résultats de dénombrement des germes de contamination

D’apres les résultats du contréle microbiologique du yaourt préparé par I'utilisation des 6 levains
reconstitués on constate une absence totale de la charge microbienne durant toute la durée du stockage
pour tous les germes recherchés (tableau 24), cela s’explique par I’effet de I’acidification obtenue
par nos levains lors de la fermentation. Donc les résultats indiquent que notre produit est conforme et
de trés bonne qualité hygiénique. Apres deux mois de la préparation Nous avons confirmé ces
résultats, Nous avons conservé les pots qui ont été utilisés le jour de dégustation a + 4°C pendant plus
de deux mois, aprés cette période aucun germe n’a €té trouvé en plus les pots restes intactes sans
aucune anomalie tel que : contamination ou odeur désagréable, Ces résultats reflétent encore une
autre fois la bonne qualité hygiénique et révelent I’efficacité du traitement thermique, le bon respect
de toutes les étapes, la bonne qualité de la matiére premiére et que la préparation du yaourt a été faite
dans des bonne conditions hygiéniques. La Figures 59 représente 1’aspect du yaourt aprés deux mois
du stockage.

Tableau 24: Résultats de la qualité microbiologique du yaourt prépare.

YLBM1 | YLBM2 | YLBM3 | YLBM4 | YLBM5 | YLBM6 | Norme
Germes N=5 échantillons pour chaque levain
Jours JORA
1998
-Coliformes Jl 10
totaux J7 Abs Abs Abs Abs Abs Abs
-Coliforme 321 1
fécaux
-Levures J1 <100
-moisissures J7 Abs Abs Abs Abs Abs Abs
21 Abs
Staphylococcus | J1 10
AUreUs 37 Abs Abs Abs Abs Abs Abs
J21

Figures 59 : Aspect du yaourt apres 2 mois du stockage.
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Concluston



Conclusion

En Algérie, les produits laitiers sont largement consommés. Les levains lactiques représentent une
part importante dans la production de ces produits, a I’heure actuelle la technique de I’incorporation
des levains locaux n’est pas encore appliquée dans I’¢laboration des aliments fermentés. L’objectif
visé dans cette étude s’inscrit dans le cadre de la recherche des souches lactiques ayant une bonne
performance technologique pour réaliser nos propres matiéres premiéres (levains lactiques locaux)
fiables et propres a notre pays qui contribuent a la production nationale des divers dérivés laitiers afin
de diminuer I’importation et d’apporter une contribution dans le développement et I’essor économique
de notre pays dans le domaine alimentaire. L’échantillonnage de 19 échantillons prélevés a partir de
5 produits laitiers artisanaux « J’ben, Smen, L’ben, Zebda et Raib » collectés de différentes régions
(Est, Ouest, Nord, Sud), nous a permis d’obtenir 280 isolats. L’identification de 116 isolats par les
tests morphologiques, biochimiques et physiologiques et par I'utilisation de la technique MALDI-
TOF MS a permis de mettre en évidence la présence de 7 especes : Lactobacillus fermentum (31,04%),
Enterococcus faecium (24. 14%), Lactobacillus plantarum (21.55%), Enterococcus faecalis
(17,24%), Lactococcus lactis ssp lactis (4,31%), Lactobacillus paracasei ssp paracasei (0,86%) et
Lactobacillus paraplantarum (0,86%). En outre, 22 souches ont été identifiées génétiqguement par
PCR et séquengage de ’ARN 16S, cette identification a révélée la dominance de I’espece
Enterococcus faecium (50%), alors que [I’espéce Limosilactobacillus fermentum occupe un
pourcentage de 36.36%, viennent ensuite les espéce Lactiplantibacillus pentosus (9.09%) et
Lactiplantibacillus plantarum (4.55%). Le séquencage a montré que nos souches ont été tres pures et
ont présenté un pourcentage de similitude avec les souches existantes dans la base de données allant
de 99.96 a100 %. Toutefois, les séquences de nos souches ont été publiées dans la base de
nucléotidiques GenBank et nous avons obtenu un numéro d’accession spéciale pour nos souches, ces
résultats indiquent que les produits analysés renferment les souches lactiques recherchées dans
I’industrie laitiere.

Avant d’aborder les aptitudes technologiques, une étude de la cinétique de croissance a été réalisée,
on’a pu déterminer les différentes phases de croissance pour chaque espéce identifiée. Les especes
Lactococcus lactis ssp lactis et Lactobacillus fermentum ont été caractérisées par une longue durée
de la phase exponentielle qui s’allonge jusqu’a 24h, ont produites une quantité importante de
biomasses variées de 7.889 & 9.74 log UFC/ml et 7.39 4 9.51 log UFC/ml, respectivement. A I’issue
des résultats des aptitudes des souches testées,une grande diversité de propriétés technologiques
parmi les especes testées a été constatée, Les Lactobacillus ont montré une bonne aptitude

comparativement aux Lactocoques et Entérocoques.
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Conclusion

Certaines des souches testées ont révéle de bonnes performances technologiques telles que les activités
autolytique, antimicrobienne, texturant et protéolytique et particulierement lipolytique. En revanche,
’activité acidifiante et coagulante ainsi que I’activité aromatisante ont été¢ mise en évidence chez les
espéces Lb plantarum, Lb fermentum et Lb pentosus, ce qui nous a permis des sélectionnées pour la
préparation du Yaourt. En ce qui concerne I’activité probiotique, les résultats indiquent que toutes les
souches résistent a I’acidité et ont la capacité a tolérer les sels biliaires et ont montré une hydrophobicité
modérée. Néanmoins, uniquement trois souches ont pu se résister a 0.4% de phénols. De plus, la
sensibilité aux antibiotiques était différente d’une espéce a une autre. Enfin, I’application de nos
souches dans la préparation du yaourt a permis d’obtenir une bonne qualité et une bonne stabilité des
propriétés physico-chimiques, microbiologiques et organoleptiques durant les jours de stockage a 6°C.
En outre, nous déduisons que I’association de I’espéce St. Thermophilus avec nos souches
Lactiplantibacillus plantarum et Lactiplantibacillus pentosus ont donné des mémes interactions
comme Lb. Bulgaricus. Toutefois, ces espéces ont été trouvées vivantes dans le produit fini durant
toute la durée du stockage.

Notre étude nous a permis de conclu que les produits laitiers artisanaux sont une source des bactéries
lactiques a potentiel technologique et probiotique. Et de sélectionner des souches ayant des
fonctionnalités technologiques importantes pour la préparation des produits laitiers. On prévoit que
I’industrie laitiére a un bel avenir devant ces levains. En perspective, il serait intéressant de mener une
¢tude similaire et complémentaire par I'utilisation des mémes souches pour la confirmation des

résultats qu’on’a obtenus. On recommande faire une étude plus approfondie, donc nous proposons de

- Application de nos souches dans la fabrication d’autres types de dérivés laitiers.

- Faire un autre essai de préparation du yaourt, mais par couplage du lait de brebis avec lait de chevre
et vache.

- Mieux caractériser les souches que nous avons isolées par I’étude de leurs propriétés technologiques
par I’application des techniques plus diversifiées et développées.

-Etude in vivo des propriétés probiotiques des souches qui ont une bonne aptitude in vitro.

- Déterminer la nature de I’agent inhibiteur des souches pathogenes

-Etude in vivo et in vitro de leurs activités biologiques comme I’activité antioxydante, anticancéreuse,
activité anti-inflammatoire et activité hypoglycémiante. Il est le temps de mettre en ceuvre

I'élaboration et la production des produits laitiers a base de nos propres levains lactiques.
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Annexes



Milieux de culture utilisés

Annexe 01

Gélose MRS Gélose M17
Peptone 10g Peptone de caséine 2,50 ¢
Extrait de viande 10g Peptone de viande 2,50 ¢
Extrait de levure 5¢ Peptone de soja 509
Glucose 20 ¢ Extrait de levure 2,50 ¢
Tween 80 1ml Extrait de viande 59
Phosphate dipotassique 29 Lactose 59
Acétate de sodium 59 Glycérophosphate de
Citrate triammonium 29 Sodium 199
Sulfate de magnésium 0,20 g Sulfate de magnésium 0,25¢g
Sulfate de manganese 0,05¢ Acide ascorbique 0,509
Eau distillée gsp 1000 ml Agar 159
PH 6,2. Steriliser par autoclavage Eau distillée gsp 1000 ml
120°C pendant 15min. pH 7,2. Stériliser par autoclavage

120°C pendant 15min.
Gélose YMA (Yeast Milk Agar) Milieu PCA
Peptone 59 Tryptone 59
Extrait de levure 39 Extrait de levure 2.5¢
Lait écrémé 19 Glucose 19
Agar 15¢ Poudre de lait écrémé(0%) 19
Eau distillée gsp 1000ml Agar 15¢g
pH7,1. Stériliser par autoclavage 120°C Stériliser par autoclavage 120°C
pendant 15min. pendant 15min.
Milieu MSE (Mayeux, Sandine et Elliker)
Tryptone 109
Extrait de levure 5¢g
Saccharose 100 g
Citrate de sodium 1lg
Glucose 5¢g
Gélatine 259
Azothydrate de sodium 0,075¢g
Eau distillée 1000 mi
pH 6,5
Autoclavage 121°C, 15 minutes.




Lait écrémé stérile reconstitué a

10%
Poudre de lait (0% MG) 100g
Eau distillée gsp 1000.

pH®6,5. Stérilisation par
tyndallisation, 3fois pendant 30min a
100°C.

Lait écrémé stérile reconstitué a

12% additionné de saccharose a
12%

Poudre de lait (0% MG) 120g
Saccharose 120g

Eau distillée gsp 1000.

pH®6,5. Stérilisation par
tyndallisation, 3fois pendant 30min a
100°C.

Bouillon Nutritif (BN)

Peptone 109
Extrait de viande 59
Chlorure de sodium 50

1000ml
pH?7,2. Stériliser par autoclavage 120°C

Eau distillée gsp

pendant 15min. Pour le GN ajouter 159
d’agar.

TSE (Tryptone-sel-eau)

Tryptone 1 g

Chlorure de sodium 8,5 g

Eau distillée gsp 1000 ml

pH7,4. Stériliser par autoclavage 120°C

pendant 15min

Tampon PBS
Na2HPO4 10.9g

Na2H2PO4 3.2g

NaCl 90g

Eau distillée gsp 1000ml

pH 7,2.

Stériliser par autoclavage 120°C
pendant 15min. Diluer 1/10 dans I’eau

distillée avant 1’utilisation.




Nom et prénom :

Fiche de dégustation d’un lait fermenté préparé a base des levains lactiques locaux

Référence Usine SIDI SAADA.

Fonction :

Date de dégustation :

Type de
produit

Type
de
levain

Aromatisation

Texture

Autres caractéristiques

Aréme

Caractéristique d’ardme

Caractéristiques de texture

Autre commentz

Note de
téte

Note de coeur

Note de
fond

Aspect

Viscosité

Aspect en Golt | Couleur Odeur
bouche

Yaourt
Etuvé

LBM1

LBM2

LBM3

LBM4

LBMS

LBM6

NB Evaluationde 0a5:

2 : dans la zone de tolérance « acceptable », 3 : moyen « qualité moyennement bonne »,

0 : Non conforme « impropre & la consommation (tres mauvais) ». 1 : mauvais « qualité insatisfaisante »,

4 : bon « qualité bonne », 5 ; trés bon « qualité trés bonne ».



Figure 01 : Les échantillons du lait fermenté (Yaourt étuvé) présentés le jour du test de dégustation.
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Figure 02 : Liste d’identification proposée dans la base de données MALDI-TOF MS pour certaines

souches identifiées.




Annexe 04
TableauOl : Les valeurs du score des souches identifiées Lactobacillus plantarum, Lactobacillus

paraplantarum, Lactobacillus paracasei ssp paracasei et Lactococcus lactis ssp lactis.
Code des Identification Valeurs Régions
souches du score
Source : J’ben
JBS24 Lactobacillus plantarum DSM 12028 DSM 2.155
JBS32 2.18
JBS5 2.129
JBS4 Lactobacillus plantarum DSM 2601 DSM 2.029
JBS8CG 2.016 Blida
JBS6C1 2.124
JBS23 1.858
JBS19 Lactobacillus plantarum DSM 1055 DSM 1.995
JBS11 2.139
JBS22 1.963
JBS20 Lactobacillus plantarum DSM 20246 DSM 2.093
JAS3C3 Lactobacillus plantarum DSM 2601 DSM 2.117
JAS1 Lactobacillus plantarum ssp plantarum DSM 20174T DSM 2.152
JAS3C4 2.137 Nadma
JAS16 2.213
JAS17 2.012
JAS11 1.774
JAS10 Lactobacillus plantarum DSM 1055 DSM 2.186
Source : L’ben
LMS1 Lactobacillus plantarum DSM 1055 DSM 2.232 Médéa
LAS?2 1.815 Ain
LAS3 2.161 Defla
LAS4 Lactobacillus plantarum DSM 20246 DSM 1.802
Source : Zebda
ZMS1 Lactobacillus plantarum DSM 1055 DSM 2.166 Médéa
Source : Smen
SVS1 Lactobacillus plantarum DSM 1055 DSM 2 2.04 Médéa
SVS9 Lactobacillus plantarum ssp plantarum DSM 20174T DSM 1.72 Nadma
Source : J’ben
JAS15 Lactobacillus Paraplantarum DSM 10667T DSM 1.857 Nadma
JKS13 Lactobacillus paracasei ssp paracasei DSM 2649 DSM 1.71 Khenchela
Source :J’ben
E7 2,313
E9S1 2,298 Médéa
E10S1 2,292
E10S2 Lactococcus lactis ssp lactis DSM 20661 DSM 2,267
E9S2 Lactococcus lactis ssp lactis DSM 20384 DSM 2.359




Tableau02 : Les valeurs du score des souches identifiées comme Lactobacillus fermentum

Code des souches Identification Valeurs Régions
du score
Source :J’ben
JOS1 2.03 Oran
JOS4 1.8802
JBES1 2.129 Bechar
JBES8 1.998
JBES4 2.059
JKS8 2.119 Khenchela
JKS1 Lactobacillus fermentum DSM 20391 DSM 1.933
JKS10 1.96
JKS9 1.859
JKS5 1.705
JKS7 1.9
JBS1 1.806 Blida
JNS2 2.023 Naama
JNS5 1.707
JNS9 1.946
JNS14 1.905
Source :L’ben
LMS8 1.831
LMS5 1.9555
LMS7 1.929 Médéa
LAS1 Lactobacillus fermentum DSM 20391 DSM 1.74
LAS2 1.862
LAS7 1.869
LAS8 2.024
LAS6 1.791 Ain Defla
Source :Smen
SDS3 Lactobacillus fermentum DSM 20391 DSM 2.232 Djelfa
SMS6 1.754 Médéa
Source :Zebda
ZMS7 2.031
ZMS9 2.096
ZMS 1.913
ZMS4 1.72
ZMS2 Lactobacillus fermentum DSM 20391 DSM 1.898
ZMS1 1.965
ZMS3 1.742 Médéa
ZTS1 2.119 Tizi Ouzou
ZKS3 2.183 Khenchela
Source :Raib
Lactobacillus fermentum DSM 20391 DSM
RS1 1.9555 Blida




Tableau 03: Les valeurs du score des souches identifiées comme Enterococcus faecalis

Code des souches Identification Valeurs Régions
du
score
Source :J’ben
JBS13 2.171 Blida

JBS5 2.298
JBS14 Enterococcus faecalis DSM 20409 DSM 2.052
JBS30 Enterococcus faecalis ATCC 7080 THL 2,141
JBS9 2,087

JAS18 Enterococcus faecalis DSM 20409 DSM 2,125 Naama
JAS33 2.224
JAS30 2.181
JAS15 2.117
JAS2 2.059
JAS35 2.277
JAS20 Enterococcus faecalis 20247 4 CHB 2.322
JAS11 Enterococcus faecalis ATCC 7080 THL 2.156
JAS16C3 1.784
JAS4 1.921
JAS34 2.223
JAS37 1.868
JAS39 2.175

JBES6 Enterococcus faecalis 20247 _4 CHB 2.166 Bechar

Source :Smen
Scs1 \ Enterococcus faecalis 20247_4 CHB | 2.052 | Nadma




Tableau 04: Les valeurs du score des souches identifiées comme Enterococcus faecium

Code des souches Identification Valeurs Régions
du
score
Source : J’ben
JBS29 2.336
JBS26 2.369
JBS8 Enterococcus Faecium 20218 1 CHB 2.462
JBS36 Enterococcus Faecium 11037 CHB 2.256
JBS10 Enterococcus Faecium DSM 2146 DSM 2.223 Blida
JAS8 Enterococcus Faecium 11037 CHB 2.318
JAS12 2.276
JAS16 Enterococcus Faecium 20218 1 CHB 2.24
JAS14 2.289
JAS24 2.276
JAS30 2.13
JAS42 2.143
JAS28 2.361
JAS25 2.091
JAS9 2.212
JAS37 Enterococcus Faecium 11037 CHB 2.384
JAS40 1.813
JAS41 2.218 Naama
JBES4 Enterococcus Faecium 20218 1 CHB 2.113
JBES11 2.439 Bechar
JOS3 Enterococcus Faecium 11037 CHB 2.222
JOS6 Enterococcus Faecium 20218 1 CHB 2,085 Oran
Source :Smen
SVS1
Enterococcus Faecium DSM 17050 DSM 2.215
SCS4 Enterococcus Faecium 11037 CHB 2.431
SCS5 Enterococcus Faecium 20218 1 CHB 1.928 Naama
SMS2 Enterococcus Faecium 11037 CHB 2.262
SMS4 Enterococcus Faecium 20218 1 CHB 2.185 Médéa

Source :Zebda

ZAS5 | Enterococcus Faecium 11037 CHB | 1.754 | Aindefla




Annexe 05

Tableau 05: suivie de I’évolution du pH et de ’acidité

Oh 2h 4h 6h 8h 18h
pH [AC(°D) | pH | AC| pH | AC |[pH | AC [pH | AC | pH | AC
Lactobacillus
JBS11 | 6.15 21 6.09| 25 |6.01| 33 | 598 | 39 |582|45 49 |86
LAS3 | 6.05 21 6.0l | 22 |583(31 |[552| 36 [512| 40 | 42 | 89
LAS4 | 6.03 22 6 26 |5.96 | 39 59 | 42 | 562 | 52 | 463 | 87
ZMS1 | 5.99 32 581 | 35 (565 | 42 | 534 | 49 | 479 | 59 |3.76 | 100
JAS3C3 | 5.96 25 574 | 30 [553| 35 | 547 |49 |532 |55 3.6 | 100
SVS9 6.4 20 6.2 | 25 [ 6.08| 29 | 599 | 33 |574| 38 | 52 | 72
JBS32 | 6.2 20 6.1 | 26 [ 592 | 31 | 589 | 37 |531| 42 [5.09| 76
JBS8CG | 5.89 26 571 30 [566| 34 | 531]| 39 |5 49 |3.96 | 95
JAS16 6 27 589 | 34 [575| 39 | 51 | 51 |465| 61 [3.93| 97
SVS1 6.5 22 6.42| 26 |6.08| 29 | 582 | 33 [566| 39 |486| 70
JBES8 | 5.93 28 563 | 33 | 55 | 38 | 53 |45 51 |58 |4.15| 97
ZMS7 | 5.89 25 57 | 28 | 55 | 33 | 542 | 39 |522| 40 [ 492 | 79
ZTS1 | 6.24 20 6.17 | 23 |6.08| 28 | 572 | 33 [ 563 | 49 |4.61| 89
LAS6 | 6.18 22 6.14 | 24 |6.02| 27 | 595 | 35 [562| 39 | 45 | 88
LAS7 | 6.19 23 6.1 | 25 6 28 | 569 | 31 | 51 | 38 |4.77| 82
LMS8 | 6.12 22 6.05| 26 | 599 | 34 | 582 | 41 [565| 49 | 482 | 70
Lactococcus
E7 5.9 30 5.75 | 35 52 | 44 | 495 | 59 | 478 | 67 |3.37| 96
E9S1 6 29 569 | 33 [545| 41 | 489 | 54 | 468 | 61 |3.68| 89
E10S1 | 6.2 24 6.08| 29 |574| 36 | 556 | 42 | 5.2 | 51 |4.36| 80
E10S2 | 6.04 27 594 | 32 [ 572 | 39 | 545 | 47 5 56 | 4.1 | 86
E9S2 6.1 25 6 30 | 568 | 38 | 536| 50 |4.76 | 59 |3.48 | 93
Enterococcus

JAS33 | 6.53 20 6.43| 25 |6.24 |29 | 5.96 |37 54 | 49 | 482 | 79
JAS5 | 6.48 22 6.37 | 28 6 31 [ 589 ] 40 |[576| 50 | 5.1 | 70
SCS1 6.3 24 6.22 | 30 |6.19|39 | 572 46 5 56 | 499 | 76
SMS4 | 6.45 23 6 28 (584 | 35 | 53 | 54 | 492 | 59 [4.35]| 85
ZAS5 | 6.24 27 6.17 | 34 6 40 | 572 | 58 | 489 | 61 |4.58 | 82
JBES6 | 6.3 24 6 36 | 59543 | 578 | 49 | 512 | 55 |[4.06 | 89




Annexe 6
Les sequences des souches identifiées par PCR et séquencage de ’ARN 16S :
>0M386872.1 Limosilactobacillus fermentum strain A6 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

CTGCGCAGAATCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACACCGTTGTTCG
CATGAACAACGCTGAAAAGATGGTCTTCTCGCTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAG
CTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGG
CCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCACTAGGGAATCTTCCACA
ATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAACAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTC
TGTTGATAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAA
GTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTA
TTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGA
CAAATGCATCGGAAACTGGATAACTTGAATGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTATCG
GTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAACGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGA
CGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCTAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGACGTAAA
CGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGACGGAGCTAACGCATTAAGCACTC
CGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGAGCCCGCACAAGCG
GTGGATCATGTGGTTTAATTCGAAACTACGCTAACAACCTTACCAAGTCTTGACATCTTGCGCA
ATCCTAGAGATACGTCGTTACTTCGGGAACGCAGTGACAGGTGGTGCATGATCGTCGTCAGCTC
GAGTTCTGAAATGTTGCGTAAGTCCGCAA

>0M386873.1 Limosilactobacillus fermentum strain A7 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

AGTCGAACGCGTTGGCCCAATTGATTGATGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGA
GTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAAC
AGATGCTAATACCGCATAACAACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTA
TCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGATG
ATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGA
GTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTG
TTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGT
CTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAG
AAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTG
GCGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTT
CAGTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAG
AACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCCACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTCGGGACGCAAT
GACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTAAGTCCCGCAACGAGC
GCACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTGGG



>0M386874.1 Limosilactobacillus fermentum strain A8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
GCAAGTCGAACGCGTTGGCCCAATTGATTGATGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAA
CGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGA
AACAGATGCTAATACCGCATAACAACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCG
CTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCG
ATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCG
TGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAA
CTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTCTA
AGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGTG
CAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCA
GTGGCGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCC
CTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCG
AAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTCGGGAAC
GCAATGA

>0M386875.1 Lactiplantibacillus pentosus strain B1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

GTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAAC
TGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAA
TACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGG
ATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGC
CGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAAACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAG
GGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAAAGTAACTGTTCAGGTATT
GACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG
GCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGA
AAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAAGACA
GTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCG
GCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAAGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGC
AGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAACATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGACATGGATACAGGTGG
TGCATGGGTGTCGTCAGCTCGTGTCCTGAGATGTTGGGTTAAGTCC



>0M386876.1 Lactiplantibacillus pentosus strain B2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
TCGAACGAACTCTGGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGG
CGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAA
ACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCT
TCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTC
ACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAAA
CACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGT
CTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTT
AAAGAAGAACATATCTGAAAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGC
CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAAGTGGCAAGCGTTGTCCGGA
TTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGC
TCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAAGACAGTGGA
ACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAAGCG
GCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAAGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAATCCCTTACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAAGGTTTCCGCCC
TTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTG
AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCGCACAAGCGGTGGAACATGTGGTTTAATTCGAA
GCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATC

>0M386877.1 Enterococcus faecium strain B3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
AAGTCGAACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGA
ACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACA
GGTGCTAATACCGTATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGG
GTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACC
AAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACA
CGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCT
GACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAG
AGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCA
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATT
TATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCT
CAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAA
TTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTT
CAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG
CAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTC



>0M386878.1 Limosilactobacillus fermentum strain B4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
GTCGAACGCGTTGGCCCAATTGATTGATGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAG
TGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACA
GATGCTAATACCGCATAACAACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTAT
CACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGATGA
TGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAG
TGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTT
CATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTC
TGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGA
AGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGG
CGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTC
AGTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCCACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTCGGGAACGCAAT
GACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG
CGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGG

>0M386879.1 Limosilactobacillus fermentum strain B5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

TCGAACGCGTTGGCCCAATTGATTGATGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGT
GGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACA
GATGCTAATACCGCATAACAACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTAT
CACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGATGA
TGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAG
TGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTT
CATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTC
TGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGA
AGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGG
CGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTC
AGTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTCGGGAACGCAA
TGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGGTTAAGTCCC



>0M386880.1 Limosilactobacillus fermentum strain B6 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
GTCGAACGCGTTGGCCCAATTGATTGATGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAG
TGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACA
GATGCTAATACCGCATAACAACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTAT
CACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGATGA
TGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAG
TGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTT
CATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTC
TGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGA
AGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGG
CGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTC
AGTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTCGGGAACGCAA
TGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGG

>0M386881.1 Limosilactobacillus fermentum strain B7 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
CGCGTTGGCCCAATTGATTGATGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGG
ACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCT
AATACCGCATAACAACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTC
TGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGATGATGCATA
GCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGA
AGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTTCATACG
TTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
TGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGT
GAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGG
TAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGG
CGGCTACCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCC
GGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTA
CCAGGTCTTGACATCTTGCGCCACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTCGGGAACGCAATGACAGG
TGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTC



>0M386882.1 Limosilactobacillus fermentum strain B8 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

GATGGCTTCTCGCTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGT
AATGGCCTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGG
GACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGG
GCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCT
CTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACC
AGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTACGTGGCAAGCGTT
ATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCACGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAG
CCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAAAACAGGG
TAGTGGAACTCCTTGGGTAGCGGTGGAATGCATAGATATATGGAAGAACACCAGTGGC
GAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACTATGAGTGCTACGTGTTGGAAGGGT
TTCCGCCCTTCAATGCCGGAGCTAACGCAGTAAGCACTCCCCCTGGGGAGTACAACCG
CAAGGTTGAAACTC

>0M386883.1 Enterococcus faecium strain C1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

GCAAGTCGAACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGC
GAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAA
CAGGTGCTAATACCGTATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTC
GGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCA
CCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGT
CTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTT
AGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGC
CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGA
TTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGG
CTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGG
AATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCC
CTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTT
GAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAG
CTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCACGAGCGCAACCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTGG



>0M386884.1 Enterococcus faecium strain C2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

TCGAACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGA
GTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGT
ATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGAC
CCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCT
GAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTC
GGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGT
ATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGC
GTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC
CCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGA
ATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCT
CTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTA
ACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC
TTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGC
ATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAT
TGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAATCATCATGCCC

>0M386885.1 Enterococcus faecium strain C3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

GTCGAACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTG
AGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCG
TATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGA
CCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACC
TGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTT
CGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACG
GTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA
GCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGC
CCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTG
GAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCT
CTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGC
TAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGG
TCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGT
GCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCTTA
TTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGC



>0M386886.1 Enterococcus faecium strain C4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

TCGAACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGA
GTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGT
ATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGAC
CCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCT
GAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTC
GGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGT
ATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGC
GTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC
CCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGA
ATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCT
CTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTA
ACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC
TTGACATCCTTTGACACTCTAGAGATAGAGCTTCCCTTCGGGGGCAAGTGACAGGTGGTGCATG
GGTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCACGAGCGCAACC
>0M386887.1 Enterococcus faecium strain C5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

AAGTCGAACGCTTCTTTTTCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGT
GAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACC
GTATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGG
ACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGAC
CTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTT
TCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACG
GTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA
GCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGC
CCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTG
GAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCT
CTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGC
TAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGG
TCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGT
GCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCTTA
TTGTAGTGCCATCATTC



>0M386888.1 Enterococcus faecium strain C6 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
GTCGAACGCTTCTTTTTCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACG
GGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGT
GCTAATACCGCTATAACAATCTAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGT
GTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAA
GGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACG
GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGA
CCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAG
AAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTA
TTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCA
ACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAACAGGAGAGTGGAATT
CCATGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCT
CTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCA
GTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCACGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCA
ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCC
TTCGGGGCAAGTGACAGCTGGTGCATGGTGTCGTCAGCTCGTGTCATGAGATG
>0M386889.1 Enterococcus faecium strain C7 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
GTCGAACGCTTCTTTTTCACCGGAGCTTGCTCCACCGCGAAAAAGAGGAGTGGCGAAC
GGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGG
TGCTAATACCGTATAACAATCTAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGT
GTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAA
GGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACG
GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGA
CCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAG
AAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTA
TTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCA
ACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATT
CCATGTGTAGCGGTGAGATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCT
CTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGTGGAGCAAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCACGCCGTAGACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCA
GTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAAC
TCAGAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCA
ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCC
CTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC



>0M386890.1 Enterococcus faecium strain C8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
TCGAACGCTTCTTTTTCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGAG
TAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTA
TAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACC
CGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTG
AGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG
GGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCG
GATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTA
TCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCG
TTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCC
CGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAA
TTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTC
TGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAA
CGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCT
TGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCA
TGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCACGAGCGC

>0M386891.1 Enterococcus faecium strain D1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

TCGAACGCTTCTTTTTCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAG
TAACACGTGGGTAACCTGCCCATCATAAGGGGATAACACTTGGCAAACAGGTGCTAATACCGT
ATAACAATCTAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGAC
CCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCT
GAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGACACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTC
GGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGT
ATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCACCAGCCGCGGTAATACGTACGTGGCAAGC
GTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCACGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC
CCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAACAGGAGAGTGGA
ATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATATGGAGGAACACCACTGGCGAATGCGGCTCT
CTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAAGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTA
ACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCACGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAATAACCTTACCAGGTC
TTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTACCCTTCGGGGCGAAGTGACAGGTGGTGCAC
GGTGTCGTCAGCTC



>0M386892.1 Enterococcus faecium strain D2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

TCGAACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGA
GTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGT
ATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGAC
CCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCT
GAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTC
GGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGT
ATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGC
GTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC
CCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGA
ATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCT
CTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAAATGGTTGAAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCT
AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT
CTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACA
>0M386893.1 Lactiplantibacillus plantarum strain D3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

AGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAA
CTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTA
ATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTG
GATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAG
CCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAAACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAA
GGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAAAGTAACTGTTCAGGTAT
TGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAC
AGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGC
GGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAAGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAAGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTG
CAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTAC
CAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAGGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGACATGGATACAGGT
GGTGCATGGTGTCGTCAGCTCGTGTCCTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
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