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Résumeé

Résumé :

Comme tous les produits alimentaires, le miel représente un habitat naturel pour
les bactéries lactiques. Pour cette raison, cette étude a ¢été réalisée afin d’identifier
I’écosysteme microbien lactique trouvé dans le miel frais de la région de Mostaganem. Nous
¢tions chargés de caractériser la flore lactique en forme de bacilles. Les tests de revivification

et de culture des isolats lactiques ont été effectués sur milieu MRS. L’¢étude des caractéres
morphologiques, par observation microscopique, a confirmé la mise en évidence d’une seule
forme celle des bacilles. Les tests d’identification (biochimiques et physiologiques) ont
permis d’identifier 25 souches de bactéries lactiques qui appartiennent au genre
Lactobacillus. Les souches identifiées phénotypiquement ont été conservées pour une

identification moléculaire et la réalisation des tests d’aptitude technologiques.

Mots clés: Miel frais, bactéries lactiques, Lactobacillus.
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Absteact

Abstract:

Like all food products, honey is a natural habitat for lactic bacteria. For this reason,
this study was carried out in order to identify the microbial ecosystem found in fresh honey
from the Mostaganem region. We were responsible for characterizing the lactic flora in the
shape of bacillus.The revitalization and cultivation tests of lactic isolates were carried out on
MRS medium.The study of morphological traits, by microscopic observation, confirmed the
evidence of a single form that of bacillus. Identification tests (biochemical and physiological)
identified 25 strains of lactic bacteria that belong to the genus Lactobacillus.The strains
identified phenotypically have been retained for molecular identification and technological

aptitude tests.

Keywords: Fresh Honey, Lactic Bacteria, Lactobacillus.
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ntroduction

Introduction :

Les bactéries lactiques présentent un grand intérét dans I’industrie. Elles sont
largement utilisées dans 1’¢laboration des produits alimentaires par des procédés de
fermentations lactiques. Les bactéries lactiques assurent non seulement des caractéristiques
particulieres d’ardmes et de texture mais aussi une bonne sécurité alimentaire. Cette
sécurité est favorisée grace a la production d’acides organiques (acides lactiques et acétiques)

qui font baisser le pH dans le milieu(Carine et al., 2009).

Les aliments fermentés avec des bactéries lactiques présentent une part importante de
I’alimentation humaine. Ces bactéries jouent un role essentiel dans la conservation des
aliments ce qui a entériné un intérét scientifique de leur étude au cours des quelques dernicres
décennies alors que le concept de bactéries lactiques a été mis au point au début des années

1900.(Fennema et al.,2004).

Les caractéristiques et les propriétés sensorielles du produit peuvent étre obtenues par
« hasard » mais trés souvent par les savoir-faire du préparateur. Au contraire, I’utilisation de
ferments conduit a une fermentation controlée. La matiére premicre est inoculée avec un ou
plusieurs microorganismes dans le but d’accélérer le processus de fermentation et d’apporter
des caractéristiques et des propriétés volontairement désirées (Holzapf el W.1997 ; Leroy F,
2004). Ce type de fermentation est plus sir, la fermentation est suivie aisément, et les
propriétés du produit obtenu sont intéressantes tant pour I’industriel que pour le
consommateur. En contrepartie, la sélection préalable de ferments doit étre menée. Les
bactéries lactiques possedent plusieurs actions bénéfiques que ce soit au niveau du produit
obtenu ou au niveau des bénéfices pour le consommateur en améliorant les propriétés
sensorielles et les propriétés nutritionnelles. Pendant la fermentation lactique, les bactéries
lactiques synthétisent plusieurs molécules, telles que les acides organiques, les exo-
polysaccharides, les bactériocines. Par leur action enzymatique, elles libérent également des
composés phénoliques et améliorent ainsi leur biodisponibilité. Certaines bactéries lactiques
sont reconnues en tant que pro biotique, c’est-a-dire qu’elles possédent plusieurs effets
bénéfiques pour la santé de 1’hote. C’est pourquoi, ces dernieéres années, la recherche de
starters de bactérie lactique s’est intensifiée, notamment pour la fermentation de fruits et de
légumes, déja riches en antioxydants. Ces derni¢res années ont vu également 1’émergence de
divers produits a base de fruits et de 1égumes fermentés : jus de tomate, carotte, haricots verts,

poivrons, ananas, purée de cerise (Mont et D et al., 2014).
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Le miel renferme un écosystéme microbien apporté par 1’abeille. Les abeilles, pour produire
du miel, ingeérent du nectar et le stockent dans le jabot puis le transforment a 1'aide d'enzymes.
Au-dela des enzymes, des micro-organismes symbiotiques associ€s au tractus gastro-intestinal
Bénéfiques pour la sant¢ humaine sont également incorporés dans le miel au cours de sa

fabrication (Endo et Salminen 2013).

En raison des différentes propriétés physicochimiques les micro-organismes ne peuvent
pas croitre dans le miel. Cependant, ce produit alimentaire n’est pas stérile. Les bactéries
lactiques font parties des microorganismes bénéfiques et intéressants qui y sont détectées. De
récentes recherches, ont démontré les propriétés antimicrobiennes de certains genres de
bactéries lactiques principalement, des lactobacillus et bifidobacterium qui ont été isolées de
miels de différentes origines, (Lashani et al., 2018 ; Hasali et al., 2015 ; Piccart et al., 2016 ;
Olofsson et al., 2016). Cependant, les recherches concernant les bactéries lactiques dans les
miels algériens restent rares voire inexistantes. En raison de leurs capacités a produire des
bactériocines ces bactéries présentent un intérét substantiel en tant que médicaments naturels

et nouveaux antimicrobiens (Prestinaci et al., 2015).
L’objectif de notre travail, est de réaliser une identification des bactéries lactiques isolées a

partir de différents miels de la région de Mostaganem, et une caractérisation phénotypique et
biochimique des souches lactiques autochtones en forme de batonnet

16
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Chapitre 1 :

GENERALITES SUR
LES BACTERIES LACTIQUES



Chapitre J Généralités sur les JRactévies /actiques

1- Définition :

Les bactéries lactiques ont été décrites pour la premicre fois par Orla-Jensen (1919) au début
XXeme siecle : ce sont des microorganismes a la forme des coques ou batonnets Gram positif,
généralement immobiles et non sporulés (Axelsson, 2004).Catalase négative Oxydase
négative généralement nitrate réductase négative, ce sont des bactéries anaérobies
facultatives. Elles ont des exigences nutritionnelles complexes pour les acides aminés, les

peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides fermentes cibles (Novel, 1993).

> v S . . =
- > . . — .
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- ’_, "‘ x
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e
Figurel: Les bactéries lactiques en forme de batonnets et en coques ou en chainettes.

(http://www.inra.fr/presse/une collection de bactéries d’inter et laitier).

2-Caractéristiques généraux des bactéries lactiques :
Les principales caractéristiques des bactéries lactiques sont résumées sur le tableau 1.

Les bactéries lactiques sont un groupe de bacilles ou coccobacilles a Gram positif qui
ont moins de 55 mol % de contenu G+C dans leur ADN (a I’exception des bifidobacteries)
(Ammour., 2004), Ce sont des microorganismes hétérotrophes et chimio-organotrophes, non
sporulés, habituellement aéro-anaérobies et catalase négatives. Acido-tolérantes et capables de
croitre a des températures comprises entre 10°C et 45°C et a des PH allant de 4.0 a 5.5 ces
bactéries sont généralement immobiles. Elles peuvent avoir différents formes : sphériques
(coques/genre streptococcus, lactococcus, ...), en batonnets (bacilles/genres lactobacillus) ou
encore ovoides (leuconostocs sp.) (corrieu et luquet, 2005 ; Galvez et al., 2011). Les
nombreux genres et espéces qui constituent ce groupe présentent une grande diversité de
caractéristiques physiologiques. Cela se traduit par I’existence entre genres, espéces et au sein
des especes, de nombreuses souches possédant des propriétés technologiques différentes

(Salminen et al., 2004 ; Frohlich et Konig , 2009 ; Pringsulaka et al., 2011).
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Chapitree J Geénéralités suv les J3actévies /[ actiques

Les bactéries lactiques synthétisent leur ATP grace a la fermentation lactique des glucides.
On les distingue en deux groupes biochimiques: les homofermentaires et les
héterofermentaire. Les homofermentaires produisent deux molécules d’acides lactiques par
glucose consommé. Chez les hétérofermontaire ; seule une molécule d’acide lactique est
produise a partir du glucose. Une autre molécule en C2 est produite et une molécule
d’oxygene. La différence entre ces deux groupe est détectable par le dégagement de CO2

(Bourgeois et al., 1996).

Tableau 01: Quelques genres des bactéries lactiques (Bekhouche., 2006).

Genres cellules Cellules fermentation ADN
G+C(%) Références
Forme Arrangements
Streptococcus  Coques Chaines Homolactiques 34-46 SCHLEIFER,
1986
Leuconostoc Coques Chaines hétérolactiques 36-43 FARROW et
al,
1989
Pediococcus Coques Tétrades Homolactiques 34-42 SCHLEIFER,
1986
Lactobacillus Bacilles Chaines Homolactiques KANDLER
et 32-53 et
hétérolactiques WEISS 1986

3. Classifications des bactéries lactiques:

La classification des bactéries lactiques est largement basée sur les caractéristiques
phénotypiques et biochimiques de celles-ci. La description morphologique des bactéries est
une étape clé pour le pré identification (Woese, 1987). Les bactéries lactiques sont trouvées
dans deux phylums distincts, a savoir firmicutes et Actinobacteria (figure 2). Au sein des
Firmicutes, les genres les plus importants sont : Lactobacillus, Bifidobacterium Leuconostoc,
Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus ,Pediococcus, Carnobacterium, Oenococcus

Weissella, Aerococcus, TetragenococcusVaqococcus (Carine et al., 2009).
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Phylum Class
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Bacterig

Actinobacteria \
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~
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£

Loctobacillus L reuteri
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Bifidobocteriocege —— Bifidobocterium = Bif. bifidum

/

Figure 2: Apergu schématique de la phylogénie des bactéries lactiques en avril 2017.

3-1-Le Genre Lactobacillus :

(Sauer et al., 2017).

Ce genre regroupe plus de 70 especes (dont plusieurs sont divisées en sous-especes) voir ce

tableau 2.

Tableau 2: la nouvelle classification des lactobacilles selon Atlan (2000).

Groupel : Delbrueckii

Groupe? : casei-Pediococcus

Groupe3 : Leuconostoc

Lb. delbrueckii

Lb. Acidophilus

Lb. helveticus

Lb. crispatus

Autres Homofermentaires
Hétérofermentaires Facultatifs
Lb. Acetotolerans

Lb. Hamster

Homofermentaires stricts
Lb. Avarius

Lb. salivarius
Hétérofermentaires facultatifs
Lb. casei

Lb .plantarum

Lb. sake

Lb. curvatus
Hétérofermentaires stricts.
Lb. brevis

Lb. fermentum

Lb. buchneri

Lb. reuteri

Lb. sanfrancisco

Lb. parakefir

Genres Pediococcus

Pc. damnosus

Pc. parvulus

Pc. acidilactici

Pc. Pantosaceus

Hétérofermentaires stricts
Genre Leuconostoc

Ln. amelibiosum

Ln. carnosum

Ln. gelidum

Genre Weissella

Ln. paramesen

Lb. confusus

Lb halotolerans

Lb. Viridescens
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Le genre Lactobacillus est quantitativement le plus important des genres du groupe des
bactérieslactiques. Ce genre est subdivisé en trois sous genres: Thermobacterium,

Bétabacterium, Streptobacterium.
3-1-1- Les Lactobacilles homofermentaires stricts:

Regroupent les especes de I’ancien sous genre Thermobacterium, qui dégradent les hexoses

en acide lactique.

3-1-2- Les Lactobacilles hétérofermentaires stricts : Regroupent les espéces de I’ancien
sous genre Beta bacterium, fermentent les hexoses en acide lactique, en acide acétique ou
enéthanol et CO2 (voie hétérofermentaire de la  6-phosphogluconate
déshydrogénase/phosphocétolase). Ils dégradent les pentoses en acide acétique et en
acidelactique (voie hétéfermentative de la glycéraldéhyde-3- phosphate/pyruvate
kinase/lactatedéshydrogénase). Ces bactéries produisent du CO2 lors de la fermentation du

glucose et du gluconate.
3-1-3- Les Lactobacilles hétérofermentaires facultatifs:

Ce groupe renferme les especes de ’ancien sous genre Streptobacterium, métabolisent les
hexoses en acide lactique par la voie homofermentaire d’Embden-Meyerhof-Parnas et
dégradent les pentoses par voie hétérofermentaire. Ils ne produisent pas de CO2 lors de la
fermentation du glucose mais ils en produisent lors de la Fermentation du gluconate (Kandler
et Weiss, 1986 ; Stiles et Holzapfel, 1997). L’établissement d’un arbre phylogénique construit
a partir des séquences d’ARN 16S a démontré que les genres Lactobacillus, Leuconostoc et
Pediococcus sont trés liés (malgré leurs caractéres morphologiques et physiologiques tres

différentes) (Schleifer et Ludwig, 1995).

Figure 3: Lactobacillus caseiobservé au microscope électronique. (Corrieu & Luquet, 2008).
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3-2- Genre Bifidobacterium:

Le Genre Bifidobacterium est considéré comme faisant partie du groupe des bactéries
lactiques grace a la similarité de ses propriétés physiologiques et biochimiques et a sa

présence dans le méme habitat écologique, tel que le tube gastro-intestinal.

Ces microorganismes sont phylogénétiquement sans rapport avec ces dernieres. Ils sont
davantage liés au phylum Actinobacteria (anciennement Actinomycetes) des bactéries Gram
positif dont L’ADN est a haut pourcentage de G+C. les Bifidobactéries se caractérisent par
leur forme tres irréguliére souvent en forme V mais pouvant étre coccoides, la présence d’une
enzyme, la fructose-6-phosphate phosphocétolase, celle-ci leur permet de fermenter les
hexoses en produisant de 1’acide acétique et de 1’acide lactique. Leur température de

croissance varie de 36°C a 43°C ( Axelsson et al., 2004 ; Pilet et al.,2005 ; Ho et al., 2007).
Genre Bifidobacterium Longum (Figure 3):

Classification (selon Router,1993):

Régne Bacteria
Embrnchement Actinobacteria
Classe Actinobacteria
Ordre Bifidobacteriaies
Famille Bifidobacteriaceae
Genre Bifidobacterium
Espéce Bifidobacterium Longum
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Figure 4: Bifidobacterium sp observé au microscope électronique (Wallace et al.,2003).
3-3- Genre Leuconostoc:

La production de diacétyle et d'acétoine est sans doute le caractére le plus utilisé des
Leuconostocs. Les cultures pures de Leuconostocs et de St. Lactis sub sp. diacetylactisse
comportent d'une fagon entierement différente a I’égard de la production de diacétyle et
d'acétoine (Cogan, 1975). Dans du lait ou dans du bouillon contenant du citrate, St. Lactis sub
sp. Diacetylactis produit du diacétyle, de l'acétoine et consomme le citrate dés que la
croissance commence. Les cultures pures de Leuconostocs utilisent le citrate trés rapidement,
par contre elles ne produisent du diacétyle et de I'acétoine que tardivement, lorsque le milieu

est devenu suffisamment acide (Devoyod et al., 1988).

Figure 5: Leuconostoc lactis observé au microscope électronique. (Wallace et al., 2003).
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3-4- Genre Lactococcus:

Lactococcus lactis est la seule espece de lactocoques utilisée a 1’échelle industrielle
(Holler et Steele, 1995). C’est une bactérie lactique mésophile dont la température optimale
de croissance est comprise entre 30 et 35°C, mais elle est capable de se développer assez bien

entre 20 et 30°C, voire en dessous. Lc. Lactis n’acidifie pas trés rapidement mais peut

abaisser le pH du lait jusqu’a 4,2 (Cogan, 1980). (Figure 6).

Figure 06: lactococcus lactis subs plactis au microscope électronique. (Pot, 2008).
3-5- Genre Entérococcus:

Famille : Enterococcaceae Genre : Enterococcus

Le genre Enterococcus comprend des bactéries de forme cocci ou ovoides (isolées, en
diplocoques ou en courtes chaines). La plupart des espéces sont non motiles (exception faite
pour Ent. Gallinarum et Ent. casseliflavus). Certaines souches peuvent révéler un test de
catalase positif lorsqu'elles sont cultivées sur des milieux gélosés contenant du sang en raison
d'une activité pseudo catalase. Chimio-organotrophes avec un métabolisme homofermentaire,
les Entérocoques nécessitent des milieux de culture complexes pour leur croissance. La
température optimale de croissance est de 37°C mais de nombreuses especes peuvent croitre a

des températures allant de 10°C a 45°C (Al Atya, 2016).

Les résultats positifs des tests pour la croissance a 10°C et 45°C, dans du NaCl a 6,5%, un pH
de 9.6, et la possession de l'antigéne du groupe D, ont été traditionnellement considérés
comme des caracteres typiques de ce genre et qui ont été largement utilisés pour le tracage ou

la caractérisation des entérocoques. D'autres tests jugés utiles pour différencier le genre
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Enterococcus sont I'hydrolyse de 1'esculine et la résistance a 40% de bile, ou une combinaison

de ces tests dans un test bile-esculine (El Seraih, 2016).

Etant capables de survivre jusqu’a 04 mois dans de vieilles cultures, les entérocoques sont
présents dans un large éventail de milieux écologiques différents, notamment les sols, les eaux
de surface, les eaux usées, les stations d'épuration municipales, les plantes, le tractus gastro-
intestinaldes animaux a sang chaud (y compris les humains) mais également dans les aliments

pour humains (Holzapfel and Wood, 2014). Les especes d'Enterococcus typiquement

associées au genre sont Enterococcus faecalis et Ent. faecium.

Figure 07: Enterococcusfaecais observé au microscope ¢électronique. (wallace et al., 2003).
3-6- Le Genre Streptococcus:

Streptococcus thermophilus est le seul streptocoque utilis€ comme ferment. Il acidifie
rapidement le lait, mais n’abaisse pas le pH au-dessous de 4,8 (Acolas et al., 1980; Pernoud
et al., 2004). Cette espece est incapable d’utilisé le galactose, et elle produit uniquement du
Lactate. Bien que thermophile, sa température optimale de croissance étant comprise entre 40
et 44°C. Elle est capable de se développer entre 20 et 30°C mais beaucoup plus lentement, et

elle résiste a des températures comprises entre 50 et 55°C (Tsakalidou et al., 1998).
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Figure 08: Streptococcus thermophilus, observé au microsope électronique.( Corrieu et

Luquet,2008).
3-7- Les Genres Pédiococcus et Tetragenococcus :

Les pediococcus sont des coques homofermentaires dont la particularité est le regroupement
en tétrade. Ils sont mésophiles, le plus souvent incapables d’utiliser le lactose, et leur
développement nécessite la présence de divers facteurs de croissance. Certaines espéces se
distinguent par leur capacité¢ a se développer a des teneurs en sels treés élevées, comme
Pediococcus Halophilus, Renommé Tetragenococcus Halophilus et Tetragenococcus

muriaticus qui tolére jusqu’a 18% de NaCl (Pilet et al., 2005).

Les especes de Tetragenococcus ont un role crucial dans la fabrication des produits

alimentaires a concentration ¢levée en sel comme les sauces de soja, alors que les

pediocoques sont parfois utilisés comme levains lactiques pour les charcuteries (Guiraude et

Rosec, 2004 ; Tosukhowong et al. , 2005).

Figure 09: pediococcus observé au microscope ¢électronique. (Wallace et al., 2003).
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Le genre Pediococcus n'est que marginalement apparenté au genre Tetragenococcus.
Phénotypiquement, ils sont principalement séparés sur la base de la nature halotolérante des
tétragénocoques et de la nature acidophile a acido-tolérante des pediocoques. Le tableau 01,
présente quelques critéres de différentiation du genre Pediococcuset du genre

Tetragenococcus (Holzapfel and Wood, 2014).

Tableau 03: Différenciation du genre Pediococcus du genre Tetragenococcus (Holzapfel and

Wood, 2014).

Caractéristiques Pediococcus Tetragenococcus
Croissancea:pH 5 + -

pH9 - 4
Tolérance de croissance a 18% NaCl - +
Aérobie facultative + +
Configuration du lactate DL/L L
Catalase - -

Type de peptidoglycane Lys-D-Asp Lys-D-Asp

3-8- Aerococcaceae:

La famille Aerococcaceae est membre de l'ordre Lactobacillales, phylum Firmicutes. Il
comprend les genres Aerococcus, Abiotrophia, Dolosicoccus, Eremococcus, Facklamia,
Globicatella et Ignavigranum, et a été créé sur la base de la position phylogénétique de ses
membres telle qu'analysée par une analyse comparative des séquences du gene de I'ARNr
16S. Les membres sont des cocci ovoides anaérobies facultatifs, non sporulants catalase
Négative ou des coccobacilles homo-fermentaire. Le genre comprend un large éventail
d'environnements, par exemple des spécimens humains, des ménages, des salles de classe, des
cours, des environnements de rue et d'hopital, et des sites marins, et ils ont également été

signalés dans des infections humaines (Stackebrandt, 2014).

Figure 10: Aerococcusurinaesur sur microscope. (Mattila et Haggstrom, 2015).

26



Chapitree J Geénéralités suv les J3actévies /[ actiques

3-9- Le Genre Oenococcus et Weissella:

Le genre Oenococcus est composé¢ de deux espéces, Oenococcusoeni et Oenococcus
kitaharae. Oenococcusoeni, l'espece type du genre, appartenait autrefois au genre
Leuconostoc sous le nom de Leuconostocoe nos, mais a ensuite été re-classifiée par Dicks et
al, (1995) (Fahimi, 2012). L'espéce est bien connue pour étre un habitant du vin et joue un
role clé dans la fermentation malolactique (FML). Son isolement dans des habitats autres que
le vin n'a pas été signalé (Maitre, 2012). La seconde espéce, Oenococcus kitaharae, n'a été
décrite que récemment. Elle a ét¢ isolée du compost de résidus de Shochu au Japon et décrite
par Endo et Okada, (2006). L'espéce a également été isolée des eaux usées d'une usine
d'amidon au méme pays. Son habitat préféré est incertain, mais le compost, les boues et les

eaux usées sont des niches possibles (Holzapfel and Wood, 2014).

Les Oenococcussont, ellipsoidales a cocci, mesurant 0,2-0,4 % 0,5-0,8 pm, généralement
disposés en paires ou en chainettes. Leur morphologie peut étre influencée par les conditions

de croissance et 1'age de la culture.

Acidophiles et a croissance lente, les Oenococcusssp. Produisent trés peu de biomasse et
nécessitent des milieux de culture complexes et riches en acides aminés et en vitamines
(Dimopoulou, 2013).

Mésophiles (20°C a 30°C) et anaérobies facultatives, leurs pH de croissance optimal se situent
entre 4,2 et 4,7. Une faible croissance est enregistrée a pH 3,7. Cependant, certaines souches
poussent mieux a pH 3,6 qu'a pH 4,7. La gamme de pH a laquelle O. kitaharaese développe
est tres différente. Une bonne croissance est enregistrée entre pH 5,0 et 6,5, avec une
croissance trés faible a pH 4,0 et aucune croissance a pH 7,0. O. kitahara en' est donc pas
aussi acidophile que I’espece O. oeni (Holzapfel and Wood, 2014).  Pour ce qui est du
métabolisme glucidique, Oenococcus spp. Sont obligatoirement hétérofermentaires.

La séparation des deux espéces par le caractere fermentatif du maltose et
I’incapacit¢ d’O. kitaharaea fermenter les pentoses sont confirmés par la génomique
comparative des deux especes (Holzapfel and Wood, 2014). Le tableau 03, présente quelques
caractéristiques  différentielles entre les deux souches Oenococcusoeni et

Oenococcuskitaharae.
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Tableau 04: Caractéristiques différentielles entre Oenococcusoeni et Oenococcuskitaharae.

(Holzapfel and Wood, 2014).

Caractéristiques 0. oeni O. kitaharae

Croissance dans un bouillon | + -
contenant 10% d’éthanol
Fermentation malolactique | + -
pH optimal de croissance 50-6.5 4.8

acides a partir du maltose - +

Les bactéries Weissella sont des tiges courtes, avec des extrémités effilées, arrondies
ou sous forme ovoides. Elles se présentent par paires ou en chaines courtes et certaines
especes ont tendance au pléomorphisme (capacité a se présenter sous différentes formes).
Hétéro fermentaires, les hydrates de carbone sont fermentés par les voies de 1'hexose-mono

phosphate et de la phosphokétolase.

Les produits finaux de la fermentation du glucose sont I'acide lactique, le CO2, 1'é¢thanol et/ou

l'acétate (Corrieu and Luquet, 2008).

Les bactéries Weissella requieérent généralement des acides aminés, des peptides, des hydrates
de carbone fermentescibles, des acides gras, des acides nucléiques et des vitamines pour la
croissance. La biotine, I'acide nicotinique, la thiamine et l'acide pantothénique ou ses dérivés
sont nécessaires. L'arginine n'est pas hydrolysée par toutes les espéces de ce genre et la
croissance se produit a 15°C (certaines espéces poussent jusqu’a 45°C) (Lahtinen et al.,
2012). L’habitat des especes de Weissella est variable et implique le plus souvent des aliments
fermentés; mais les sources d'isolement suggérent une origine environnementale (sol,
végétation...). Les especes : W. viridescens, W. halotolerans et W. hellenica ont été associés a
la viande et ses dérivés. W. cibaria, W. confusa et W. koreensi sont été détectées dans des

aliments fermentés d'origine végétale (Holzapfel and Wood, 2014).

4-Méthodes d’identification:

L’application de méthodes biochimiques et moléculaires modernes a montré que pour les
bactéries lactiques les schémas d’identification classiques ne sont pas entierement d’accord

avec leurs relations phylogénétiques. L’approche classique de la taxonomie des bactéries
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Lactiques a été toujours basée sur les caractéristiques morphologiques et physiologiques.
Cette identification a été élargie pour inclure des marqueurs chimiotaxonomiques (acides
gras cellulaires), analyse des protéines totales de la cellule et autres caractéristiques de la

cellule ( Holzapfetet al., 2001 ; Temmerman et al., 2004).

Généralement les caractéristiques phénotypiques comprennent une réaction positive de Gram,
absence d’endospores, activité oxydase et catalase généralement absent, les produits de
fermentation du glucose, la fermentation des glucides, la production d’acide lactique D(-) et
L(+), hydrolyse de I’esculine et de ’arginine, réduction de nitrate, liquéfaction de gélatine,
croissance a différentes températures, valeurs tolérées de pH et de concentration de NaCl
et la tolérance a I’oxygéne. Ces tests physiologiques simples, sont utiles pour la
différenciation des genres (Axelsson, 2004). Cependant, les études taxonomiques utilisent de
plus en plus des méthodes génotypiques pour différencier les espéces. Une identification
faible est dépendante de [I’information génotypiques issue de différentes méthodes
génotypiques tels que le séquencage de I’ADNTr, ribotypage, Random Amplifie dpolymorphic
DNA (RAPD), rep-PCR fingerprinting, Amplified Fragment length polymorphism(AFLP),
électrophorese en champ pulsé (PFGE) de I’ensemble de ’ADN chromosomique digéré. Ces
méthodes sont plus puissantes pour 1’identification en une seule étape d’une souche inconnue
et constituent aujourd’hui une partie importante de la taxonomie moderne des bactéries
lactiques (Holzapfe L et al., 2001 ; Gevers, 2002 ; Temmerman, 2003 ; Temmerman et

al.,2004 ; Mancini et al., 2012 ; Chao et al., 2013).

4-1- Méthode classique:

Les caractéristiques phénotypiques ont généralement servi de point de départ pour plusieurs
tests sophistiqués et constituent la base de différenciation et d’identification des bactéries
lactiques. Différents tests clefs sont largement adoptés. La morphologie ainsi que les
méthodes physiologiques, métaboliques/ biochimiques et chimio-taxonomiques sont les plus
utilisées. Méthodes physiologiques incluent principalement, la croissance a certaines
températures, a certaine concentration de Na Cl, a différents pH. Les Méthodes
métaboliques/biochimiques incluent principalement, la production de CO2 en milieu glucosé
le profil de fermentation de nombreux sucres, I’hydrolyse de 1’arginine, de ’esculine et la
détermination de 1’isomére optique de ’acide lactique. Les méthodes chimio-taxonomiques

incluent princ. Ipalement, la détection de 1’acide meso-diaminopimelique (mDAP)
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Dans le peptidoglycane. Schillinger et liicke(1987) ont été les premiers a proposer une clef
d’identification des bactéries lactiques de la viande basée sur la comparaison des
caractéristiques physiologiques et biochimiques  typiques des différents especes
(Ammor,2004). Au plus des méthodes mentionnés ci-dessus, il ya aussi la technique
sérologique. pour les bactéries lactiques, I’analyse sérologique de fait principalement
suivant la méthodes de lance fienld(1933), basé sur l’utilisation de polysaccharides de

I’enveloppe cellulaire en tant qu’antigeénes ( Curk et al., 1944).

Tableau 5: Cractéristiques des bactéries lactiques. (d’aprés Axelsson,2004).

Bacilles Coques
E o . o B Wy
£ = 2 g 23 g8 3 g
= g g 2 2 8 2 3 2 2
: 2 = 2 2 - 2% = 2
Caractéristiques B = 2 g 22 5 2 2 2
2 z 5 3 R 25 2 e
g = < 8 a&8F 38 2 2
- S + = 2 = " -y
Formation des térades
Production de ]__luzh ciox + ¥ * . =
Crosssance al0°C - + - " +
Croissance d 45°C + S S 1+ +
Crossance dans 6.5% NaCL N 3 = = a 4 + =
Crossance dans 18% NaCL - r - i 1 =
Crossance a pH 4.4 ND * " " + + -
Crossance a pH 9,6 - - -
Acide lactique L D.LDL® L L L D L.DLE® L.

Les Notes :

+ : Positif ; - : négatif ; +- : réponse variable selon les espéces ; ND : non déterminé.

a Weissella peuvent etre également sous forme de bacille.

b Type de fermentation du glucose : homofermentaire (-) ou héterofermentaire (+).
C Faible quantit¢ de CO2 Produite selon le milieu.

D Peuvent ne pas se développer dans 8% NaCL.

e Production d’acide lactique D, L, ou DL acide variable selon les es.
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4-2-Méthode moléculaire:

Les méthodes génotypique basées sur 1’analyse de I’ADN permettent une meilleure
différenciation des micro-organismes a différent niveaux, allant du genre jusqu’ a la souche
en fonction des méthodes utilisées. En général, elles ont ’avantage sur les méthodes
d’identification phénotypique de ne pas €tre influencé par les conditions de culture (Gevers,
2002). Les méthodes de typage des souches deviennent de plus en plus importantes dans

I’étude des bactéries lactiques dont on peut dénombrer les suivantes:

*Extraction d’ADN.

* Hybridation ADN-ADN.

*Séquengage de la sous unité ribosome 16S.
*Utilisation du PCR (polymerase Chaine Reaction).
*Analyse des séquences et identification des bactéries.

Cependant, les études basées sur la comparaison des séquences de 'ARN ribosomal 16S ont
montré que certains taxons générés sur la base de la caractérisation phénotypique ne
concordent pas avec les relations phylogénétiques suggérées (figure 8). Ainsi, certaines
especes ne sont pas faciles a distinguer par des caractéristiques phénotypiques (Gevers.,
2002). Par conséquent, Les méthodes de typage moléculaire telles que I'électrophorese en
champ pulsé¢ (PFGE), la réaction de polymérisation en chaine utilisant des éléments répétés
(rep-PCR), ainsi que la méthode de (RFLP) sont extrémement précieux pour la caractérisation

et la détection des bactéries lactiques (Holzapfe L et al., 2001).
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Figure 11: Arbre phylogénétique des principaux genres de bactéries lactiques et des genres
associés, obtenu par analyse des ARNr 16 S. (Stiles et Holzapfel, 1997).
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5- Intéréts des bactéries lactiques:

Le principal intérét que représentent les bactéries lactiques pour I’industrie alimentaire réside
dans DI’amélioration de la qualité des produits fermentés en y développant certaines
caractéristique organoleptique et augmentant leur durée de conservation (Stiles et Holzpafel,
1997). Elles participent a I’inhibition de certains microorganismes pathogeénes, en produisant

des métabolites ayant une activité antimicrobienne (Dortu et Thonard, 2009).

Leur role principal est de produire I’acide lactique qui influence le gout, la texture et la qualité
organoleptique et microbiologique des produits laitiers. En effet, la production d’acide,
facilite la coagulation des protéines par la présure, ainsi I’abaissement du pH limite la

croissance des bactéries indésirables (Gilliland, 1985).

6- Bactéries lactiques et alimentation:

Les bactéries lactiques sont importantes pour I’industrie alimentaire car elles sont utilisées
comme starters ou non-starter au cours de la production d’aliments fermentés. Elles jouent un
role reconnu dans la préservation et la sécurité microbienne des aliments fermentés (Caplice
et Fitzgerald, 1999), favorisant ainsi la stabilit¢ microbienne des produits finaux (Mensah et
al., 1991). les effets de protection sont issus de la production d’acides organiques, de CO?2,
d’éthanol, de peroxde d’hydrogéne et de diacétyle, des composés antifongiques, les
bactériocines et les composés protéiques apparentés, et les antibiotiques (De Vuyst et
Vandamme, 1994; Holtzel et al., 2000 ; Lavermicocca et al.,2000; Atrihet al.,2001). Pendant le
processus de fermentation, les bactéries lactiques influencent également les propriétés
sensorielles d’un produit, y compris le développement du goit. les composés aromatiques
sont formés par divers processus, tels que les conversions de lactose et de citrate (glycolyse et

le métabolisme du pyruvate), la lipolyse et la protéolyse (Van kranenburget al. , 2002).
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Figure 12: application des bactéries lactiques dans (a) les idustries agroalimentaires et (b) la

biotechnologie,( pot,2008).

Abréviation: GGP,  glucose  6-phosphate ;  FGP,fructose = 6-phosphate ; et
PEP ,phosphoenolpyruvate.

En effet, les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites auxpropriétés
antimicrobiennes tels que les acides organiques, le peroxyde d’hydrogéne, le dioxydede

carbone, la reutérine, le di-acétyle et les bactériocines.

Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens inhibant la croissance de bactéries
altérantes ou pathogénes. Les souches productrices de bactériocines peuvent donc Etre,
¢galement, utilisées dans des produits non fermentés en tant que culture protectrice. Une
culture protectrice est une culture antagoniste ajoutée a un produit alimentaire pour inhiber les
bactéries pathogenes et/ou altérantes et ainsi prolonger sa durée de vie en changeant ses
propriétés organoleptiques le moins possible (Rodgers, 2001 ; Rodgers, 2003 ; Vermeiren et

al., 2004).
6-1-Les EPS dans I’industrie alimentaire:

Dans I’industrie alimentaire les bactéries lactiques productrices d’EPS sont utilisées pour
augmenter la viscosité et améliorer la texture. Les EPS produits agissent en tant qu’agent

gélifiant, épaississant, émulsifiant et stabilisant. Ils sont utilisés pour améliorer la texture des
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produits laitiers tels que les yaourts, les fromages, les crémes etc (Duboc et Mollet , 2001).
Un dextrane (autrenom de glucane) produit par Leuconostoc mesenteroides a bénéficié d’un
avis positif de 'EFSA (European Food SafetyAuthority — Autorité européenne de sécurité des
aliments) mais n’est pas encore inscrit dans la liste positive des additifs alimentaires autorisés

en France.
6-1-1- Bénéfices nutritionnels des EPS:

Le réle des EPS pour les bactéries lactiques n’est pas encore clairement compris mais ils
serviraient de moyens de défense contre des conditions de stress (stress osmotique,
antibiotiques, molécules toxiques) (JB Prajapat , 2013). Plusieurs études ont montré 1’effet
antioxydant des EPS, capables de neutraliser les ROS (Zhang et al., 2013; Pan et Mei , 2010).
De plus, les EPS ont montré plusieurs effets bénéfiques pour I’Homme, au niveau su systéme

immunitaire, de I’estomac, du sang et de I’intestin, schématisés en Figure 13.
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Figure 13: Représentation schématique des possibles effets bénéfiques des EPS au niveau de

l'organisme humain. (Ruas-Madiedo et al. , 2002).
6-2-Les bactériocines:
6-2-1- Définition:

Une bactériocine est une substance de nature protéique possédant une activité¢ antimicrobienne
et qui peuve étre produite aussi bien par des bactéries a gram positif que par des bactéries a
gram négatif. Elle est considéré comme étant un produit extracellulaire primaire, synthétisé

par les bactéries par voie ribosomale et peut avoir une activité bactéricide a spectre étroit
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incluant, les bactéries de la méme espece ou du méme groupe a I’exception de la bactéries
productrice qui posséde un mécanisme de protection spécifique (Aymerich et al.,2000 ;

Ammor et al.,2006).
6-2-2- Classement des bactériocines:
Bradley (1967) a classé les bactériocines selon leur poids en deux groupes:

-bactériocines de faible poids moléculaire: non sédiment ables, résistantes a la

trypsine et thermostables.

-bactériocines de haut poids moléculaire: sédiment ables, résistantes a la trypsine,

thermolabile, visible au microscope électronique et ressembles aux queues de phage.

Les bactériocines sont des protéines ou peptides antibactériens produites par certaines
bactéries lactiques qui inhibent la croissance de certaines bactéries a Gram (+) ou (-). Elles
peuvent €tre également actives contre les bactéries lactiques. Les bactériocines sont classées
en trois classes en fonction de leur composition et de leur structure (Hitchins et al., 1989 ;

Cleveland et al., 2001).

6-2-2-1- Classe I: Les lantibiotiques. Ce sont de petits peptides (< 5 kDa) stables a la chaleur
contenant des acides aminés tels que la lanthionine ou la méthyllanthionine. La nisine
(E234), qui est actuellement la seule bactériocine autorisée comme additif dans

I’industrie alimentaire appartient a cette classe.

6-2-2-2- Classe II: Les non-lantibiotiques. Les bactériocines de classe II sont de petits
peptides (< 10 kDa), relativement stables a la chaleur ne contenant pas de lanthionine. Elles
sont divisées en quatre sous-classes : Ila, IIb, Ilc et IId. La classe Ila comprend de petits
peptides thermiquement stables, synthétisés sous forme de précurseurs et actifs contre
Listeria. La classe IIb comprend les bactériocines composées de deux différents peptides. La
classe Ilc comprend les bactériocines formant une structure circulaire, les deux extrémités N
et C- terminales étant liées de fagon covalente. La classe I1d inclut les autres bactériocines de
classe II ne pouvant pas étre inclues dans les précédentes sous-classes, les bactériocines ne
possédant pas de peptides signales et les bactériocines sec-dépendantes. Celles-ci possedent le
peptide signal sec qui leur permet de traverser la membrane cytoplasmique par la voie sec-

dépendante.
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6-2-2-3-Classe III: Grosses molécules sensibles a la chaleur (> 30 kDa). Les bactéries
lactiques appartenant aux genres Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus, Pediococcus,
Enterococcus et Weissella sont connues pour produire des bactériocines. Les bactériocines
sont généralement nommeées en fonction de I’espéce. Par exemple, les leucocines, les
pédiocines, les entérocines et les weissellicines sont les bactériocines produites par les genres

Leuconostoc, Pediococcus, Enterococcus et Weissella, respectivement.
6-3-L’acide lactique:

L’acide lactique, de formule chimique C3HeO3, devient en solution aqueuse 1’ion lactate
CH3CH(OH)COQO, son pKa est de 3,86. Deux isomeres d’acide lactique peuvent étre produits
pendant la fermentation, 1’isomére D(-) ou I’isomere L(+) (Figure 14). L’isomére L(+) est
assimilé par les cellules intestinales et utilis¢é pendant les activités métaboliques chez
I’humain. Au contraire, 1’isomere D(-) n’est pas assimilé et est éliminé par les reins sous
forme de sels (Felis et al ., 2015 ).Les acides organiques ont un effet antimicrobien et assurent
une sécurité sanitaire des produits fermentés. Sous forme non ionisée, ils entrent dans les
cellules par diffusion simple. Aux pH intracellulaires, ils sont ionisés et ne peuvent plus sortir
de la cellule par diffusion. Ils interférent avec le maintien du potentiel de la membrane
cellulaire, en inhibant le transport actif, en réduisant le pH intracellulaire et en inhibant

certaines fonctions métaboliques (Rattanachaikunsopon et phumkhachorn , 2010).
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Figure 14: Stéréoisomeres L(+) et D(-) de I'acide lactique ,( Felis et al ., 2015).
7- Les Bactéries lactiques et ’influent direct sur la santé humaine:

Les probiotiques sont des microorganismes vivants, qui lorsqu’ils son tadminis trés en
quantités adéquates, affectent positivement la santé de I'hote (Guarner et al.,2011). Ainsi, les

bactéries lactiques, en particulier les espéces de Lactobacillus, ont été exploitées comme
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probiotiques en raison des preuves croissantes de leurs bienfaits pour la santé (Tropcheva et

al., 2014 ; Feng et al., 2015).

L’intérét des bactéries lactiques en matiere de santé humaine a été initialement proposé au

début du siecle, en 1907, par le russe Metchnikoff. ( Metchnikoft,1907).

Selon lui, les lactobacilles pouvaient réduire la putréfaction intestinale, en modifiant la
microflore intestinale, et ainsi prolonger la vie. Depuis, un grand nombre d’études sur 1’effet
potentiel des bactéries lactiques sur la santé ont été publiées. Plus récemment, des ¢tudes de
type pharmaceutique (double-aveugle avec placebo) ont ét¢ menées a grande échelle S.
Drouault, G. Corthier dans plusieurs laboratoires afin de démontrer 1’effet bénéfique des
bactéries lactiques sur la sant¢ (Elmer et al. ,1996;Veskovi¢ Moracanin et al., 2014
;Holzapfel et al., 1998 ; Marteau et Rambaud, 1998 ; Vanderhoof et al.,1998). Seul un petit
nombre de bactéries lactiques dont les genres bactériens sont Lb. acidophilus, Lb. rhamnosus,
Lb. plantarum, E. faeciumainsi que les bifidobactéries a été ainsi étudié. Les effets bénéfiques
potentiels cités sont nombreux et variés. Certains sont maintenant bien établis tels que
I'amélioration de la digestion du lactose et le traitement des désordres diarrhéiques, d’autres
restent encore controversés tels que la diminution du cholestérol sérique ou encore la
réduction de la formation de tumeurs. Les bactéries lactiques pour lesquelles ces effets sont
décrits sont appelées probiotiques. Les probiotiques sont définis comme des microorganismes
vivants, qui apres ingestion,exercent des effets bénéfiques sur la santé allant au-dela des

vertus nutritives inhérentes de I'aliment (Fuller ,1989 ; Schaafsma ,1996).
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1-Micro-organismes dans le miel:

Certains chercheurs considérent le miel comme source puissante de bactéries capables de
synthétiser les substances antimicrobiennes (Pajor et al., 2018). Ces composés pourraient étre
bénéfiques dans différents domaines tels que la bio-préservation des aliments et la médecine
(contre les isolats sensibles et résistants aux antibiotiques) Au cours du processus de
production du miel, les abeilles introduisent dans le nectar certaines bactéries de leur
microbiote intestinal. Il existe un large éventail de bactéries transférées du tube digestif au
produit, notamment : Lactobacillus sp.,Bacillus spp., Streptococcus spp., Clostridium spp. et
les bactéries Gramnégatives. En outre, Achromobacter spp.,Citrobacterspp., Enterobacterspp.,
Flavobacteriumspp., Klebsiellaspp., Proteusspp., Pseudomonas spp., ont également ¢été

identifiées (Gilliam et al., 1978 ; Ahn et al., 2012).voir ce tableau 06.
2- Origine des bactéries lactiques dans le miel:

Leur présence s’explique par une contamination via les pollens, le contenu digestif des
abeilles, la poussiere, 1’air, les fleurs... On va donc trouver dans les ruches, sur les abeilles
adultes, des bactéries et des levures Bacillus, Micrococcus, Saccharomyces Streptomyces,
Enterobacteriaceae...qui se retrouveront ensuite dans le miel comme le montre I’illustration.
En effet, les intestins des abeilles contiennent 1% de levures, 27% de bactéries Gram+ et
70% de bactéries diverses dont les Gram- (Harris, 1994) L’ autre source de contamination du
miel est constituée par I’Homme, les équipements, les récipients, 1’atmosphére lors de la

récolte et du conditionnement.

La plupart de ces bactéries et autres micro-organismes ne peuvent pas se développer ou se
reproduire dans le miel, car celui-ci posseéde une activité antibactérienne. En effet, lorsque
I’on inocule différentes bactéries dans un miel stérilisé a 20°C, les bactéries ne résistent pas
plus d’une quinzaine de jours. Seules les spores produites par les microorganismes peuvent
survirent jusqu’a 4 mois apres. Cependant si le miel est mis en présence d’eau, alors la
croissance bactérienne est possible. Elle est toutefois minime lorsque 1’on sait qu’en
associant du miel et de I’eau a hauteur de 50% chacun, la présence bactérienne n’excede pas
40 jours. Donc la probabilit¢ d’une contamination de I’homme est trés faible (Olaitan,

2007).
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Tableau 6: Micro-organismes n répertoriés dans le miel (Pieper B. - Honey-Based ). Gilliam

etal., 1978 ; Ahn et al., 2012).

Bactéries Levures Champignons
Alcaligens
Achromobacter
Bacillus
Bact@rldlum Ascophaera Asperhillus
Brevibacterium Debaromyces o
. Alihia
Citrobacter Hansenula . .
e . Bettsiaalvei
Clostridium Lipomyces .
Cephalosporium
Enterobacter Nematospora .
o . . Chaetomium
Escherichia coli Oosporidium . .
.. o Coniothecium
Erwinia Pichia .
. Hormiscium
Flavobacterium Saccharomyces
. ) Peronsporaceae
Klebsiella Scizosaccharomyces .
. . . Peyronelia
Micrococcus Trichosporium : .
. Tripoosporium
Neisseria Torula .
. Uredianceae
Pseudomonas Torulopsis o
Ustilaginaceae
Xanthomonas Zygasaccharomyces
Enterococcus
Lactobacillus
Bifidobacterium

3- Les Bactéries Lactiques et Le Miel:

Des études cliniques ont associ¢é a la présence de bifidobactéries dans le tractus
gastrointestinal, des effets bénéfiques comme la stimulation du syst¢tme immunitaire et
l'anticarcinogénicité. Le miel favoriserait la croissance, l'activit¢ et la viabilité de
bifidobactéries, habituellement incorporées lors de la fabrication de produits laitiers fermentés
(Kajiwara et al., 2002). Selon Ustunol et Gandhi (2001), il existerait un effet synergique entre

les carbohydrates du miel dans la stimulation de la croissance et l'activité des bifidobactéries.
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Tableau 7: Composition moyenne du miel (claude Jardel , 2008).

Caractéristiques Amplitude de la
. Moyenne .
mesurees variation
Couleur : échelle de PFUND | 05,000 00,00 a 14,00
R TION echelle 39 00,00 & 09,00
Humidité % 17,200 13,40 a 22,900
Fructose % 38,190 27,25 a 44,260
Glucose % 31,280 22,03 a 40,750
Saccharose % 01, 280 00,25 a 07,570
Maltose, isomaltose % 07,310 02,74 a 15,980
Sucres supérieurs % 01,500 00,13 a 8,490
Indéterminés % 03,100 00,00 a 13,200
PH 03,910 03,420 a 06,100
Acidité libre Meq/kg 22,030 06,75 a 47,190
Lactones Meq /kg 07,110 00,00 a 18,760
Acidite totale Meq /kg 29,120 08,68 a 59,490
t;ctones /acidité libre Meq/ 00,335 00,00 & 00,950
Cendres % 00,169 00,02 a 01,028
Azote % 00,041 00,00 a 00,133
Indice diastasique (schade) | 20,800 02,10 a 61,200

4- Propriétés biologiques du miel:

4-1- Propriétés antibactériennes:

Avec l'augmentation de la prévalence des bactéries résistantes aux antibiotiques, le miel

est de plus en plus apprécié pour son activité antibactérienne. La puissante activité in vitro du

miel, contre les bactéries résistantes aux antibiotiques et les résultats prometteurs obtenus lors

de I’application du miel sur des plaies, ont attiré ’attention de nombreux chercheurs qui ont

tenté de caractériser les pouvoirs bactéricide et bactériostatique du miel. Les composantes

antibactériennes du miel et ses vertus curatives sont jusqu’ici mal connues. Six facteurs

principaux sont impliqués dans ce pouvoir bactéricide (Molan, 2002).
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4-1-1- Propriétés anti bactériennes par effet osmotique:

Elle est la conséquence de la forte teneur en sucre du miel. Le miel agit donc de maniére
osmotique, en provoquant une forte déshydratation des germes qui n’ont plus alors
suffisamment d’eau pour survivre (Olaitanet al., 2007).De plus, le miel étant une solution
sursaturée, 1’eau disponible pour permettre la croissance de la plupart bactéries ou des levures

est insuffisante.
4-1-2- Propriétés anti bactériennes liées au pH acide:

Le pH du miel est relativement acide, variant entre 3,5 et 6 (Rossant, 2011). Ce pH permet
de ralentir ou d’éviter la croissance de nombreuses especes de bactéries pathogenes et

renforce donc I’activité antibactérienne du miel (Assie, 2004).

4-1-3- Propriétés anti bactériennes liées a la formation de peroxyde d’hydrogene :
L’eau oxygénée (H202) est considérée comme la principale inhibine contenue dans le
miel (Budzynski, 2006).L’eau oxygénée et 1’acide gluconique résultent de I’oxydation de
I’eau et du glucose. Cette oxydation est provoquée par la glucose-oxydase. La glucoseoxydase
est une enzyme du miel sécrétée par la glande nourriciere de [’abeille. La catalase
représente 1’antagoniste de la glucose-oxydase. Cette enzyme également présente dans de
nombreux miels réduit I’eau oxygénée. Alors que la glucose-oxydase produit 1’eau oxygénée,
celle-ci est €éliminée par la catalase. La concentration en peroxyde dépend donc directement

de l'activité de ces deux enzymes. (Boulaaba, 2019)

En outre, la formation de 1’eau oxygénée est influencée par la chaleur et la lumiére. Ces
derniéres altérent la glucose-oxydase et ralentissent ainsi la production d’eau oxygénée. Etant
donné que l'eau est indispensable au processus d'oxydation, I’eau oxygénée se forme
uniquement dans le miel non miir. Dans le miel mir, le processus est bloqué. Si le miel est
dilué, il peut étre réactivé, mais le miel mlr ne contient que de petites quantités d’eau

oxygénée inhibant que faiblement la croissance bactérienne (Bogdanov et Blumer, 2001).

4-1-4- Propriétés anti bactériennes liées Substances non peroxydiques:

Les substances antibactériennes non peroxydiques du miel sont des lysozymes, des
flavonoides, des acides aromatiques, le méthylglyoxal (retrouvé en particulier dans le miel de

Manuka), la défensines-1 (protéines fabriquées par les abeilles), des substances volatiles et
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Autres composants indéterminés (Bogdanov et Blumer, 2001 ; Boulaaba, 2019). Ainsi,
I’activité antibactérienne du miel est trés complexe en raison de 1’implication de multiples
composés et de la grande variation des concentrations de ces composés. Tous les miels n’ont
pas la méme activité antibactérienne. (Molan, 1992 ; Kwakman et Zaat, 2012). Une analyse
systématique de la nature chimique des substances non peroxydiques n'a pas encore été

effectuée (Bogdanov et Blumer, 2001).
4-2-Activité anti-inflammatoire et Immunomodulatrice :

Lorsqu'une agression infectieuse (bactérie, virus, levures), chimiques (antigenes,
allergénes) ou physique (traumatismes, corps étrangers, radiations) se produit dans

I’organisme, aussitot une réaction de défense se met en place : c'est l'inflammation.

Le processus inflammatoire est induit par divers types de produits chimiques et / ou d'agents
biologiques, notamment des enzymes pro-inflammatoires et des cytokines (Dao et al.,
2004).L'enzyme cyclooxygénase-2 (COX-2), dans le processus inflammatoire catalyse le
métabolisme de I'acide arachidonique en prostaglandine (Griswold et Adams, 1996 ;Cho et
al., 2004). Le métabolisme anormal de l'acide arachidonique est impliqué dans Ia
cancérogenese et l'inflammation. La COX-2 est surexprimée dans des conditions

précancéreuses et malignes (Hong et al., 2001).
4-3-Effet prébiotique:

Des ¢études cliniques ont associé a la présence de bifidobactéries dans le tractus
gastrointestinal, des effets bénéfiques comme la stimulation du systéme immunitaire et
l'anticarcinogénicité. Le miel favoriserait la croissance, l'activit¢ et la viabilit¢ de
bifidobactéries, habituellement incorporées lors de la fabrication de produits laitiers fermentés
(Kajiwara et al., 2002).Selon Ustunol et Gandhi (2001), il existerait un effet synergique entre

les carbohydrates du miel dans la stimulation de la croissance et l'activité des bifidobactéries

42



Chapitee ) Les JRactévies [ actiques et YT)iel

5-Origine et role des bactéries lactiques dans le miel:

Parmi ces microorganismes, les bactéries lactiques, principalement les lactobacilles et les
bifidubacterium ont été¢ distinguées. Les bactéries lactiques pourraient étre endémiques du
tube digestif des abeilles domestiques adultes et indépendantes des saisons et des facteurs
nutritionnels (Gilliam, 1997). Ils différent selon les sources de nectar et la présence d'autres
genres bactériens dans I'estomac de l'abeille. 11 est suppos€ que ces bactéries lactiques jouent
un role clé dans la conversion du nectar en miel et du pollen en poudre (aliment stocké riche
en protéines) en raison de leurs propriétés de fermentation (Olofsson et Vasquez, 2008
;Vasquez et al., 2009). Ce microbiote de bactéries lactiques constitue un grand intérét pour la
santé des abeilles, en les protégeant contre les agents pathogenes (Vasquez et al., 2012),en
contribuant aux propriétés antimicrobiennes du miel (Olofssonet al., 2014). En effet, il a été
constaté un mutualisme développé par les abeilles et ces bactéries lactiques. Les bactéries
lactiques préparent l'environnement pour rendre les nutriments disponibles pour les abeilles
en sécrétant divers composés actifs qui inhibent la croissance des autres microbes, d'autre
part, le tractus intestinal des abeilles melliféres est protégé contre les micro-organismes
nuisibles. Le nectar stocké dans I’estomac de l'abeille est régurgité dans les rayons de la ruche
dont la température de 35°C, qui correspond a la température optimale pour le développement
des bactéries lactiques (Jones., 2004).Les larves d'abeilles domestiques sont probablement
stériles au début, mais a mesure que les infirmic¢res se nourrissent de miel, les abeilles
domestiques gagnent avec le temps cette flore intestinale avant de terminer leur cycle de vie

(Lee, 1984)
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Chapitee J YNatéviel &~ YNéthodes

1-Lieu de travail:

Les travaux présentés dans cette étude ont été effectués au niveau du laboratoire des Sciences
et Techniques de Production Animales (LSTPA) de I'universit¢ Abdelhamid Ibn Badis de

Mostaganem.
2-Echantillonnage et isolement de bactéries lactiques:
2.1- Collecte des échantillons:

Des échantillons de miels frais ont été collectés provenant de la ville de Mostaganem. Ces
Echantillons sont ensuite conservés & 4°C au niveau du laboratoire jusqu'a lancement de
I’expérimentation.

2.2- Milieux de culture:

Lors de la réalisation des différents tests d’identification des bactéries lactiques, plusieurs

milieux de culture liquides et solides ont été utilisés (voir annexe 1).
Les milieux sont stérilisés par autoclavage a 120°C pendant 20 minutes
2 .3- Préparation des échantillons:

Afin d'isoler les bactéries lactiques, 10g de notre échantillon de miel ont été mélangés dans 90
ml d'eau physiologique stérile. Aprés homogénéisation, une série de dilution décimale de 1/10
a été faite a partir de cette solution mere. Un volume de 0.1ml est déposé et étalé¢ sur milieu
MRS solide. Trois boites de Pétri par dilutions sont ensemencées par la technique du rateau et
incubées a 30°C et 37°C durant 24 a 48heures. Apres croissance sur ce milieu, les boites dont
les colonies sont bien distinctes et dont les caractéres culturaux la couleur blanchatre et
colonie un taille trés petites, forme circulaire ayant un contour lisse correspondent aux
caractéristiques des bactéries lactiques sont isolées en vue d’un enrichissement dans des tubes
MRS.

2.4- Isolement et purification des bactéries lactiques:

Les dilutions ayant donné moins de 10 colonies par boites ont été retenues et repiquées sur
milieu MRS solide. Les isolats ont été purifiés par la méthode des stries sur milieu MRS
solide. Les colonies, bien distinctes et bien développées, sont retenues pour des examens
macroscopiques, microscopiques et une recherche de la catalase afin de confirmer leur

appartenance au groupe des bactéries lactiques.
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2.5-Conservation des bactéries lactiques:

Apres 1’obtention des cultures lactiques pures, on procede a la conservation de ces derniéres.

Cette conservation est réalisée selon deux techniques :
2.5.1- Conservation de courte durée:

Les cultures pures isolées sont ensemencées sur gélose MRS incliné et incubées a 37°C

pendant 24h. Elles sont ensuite conservées a 4°C pendant plusieurs semaines.
2.5.2- Conservation de longue durée:

La conservation a long terme des isolats purifiés a été réalisée dans le bouillon MRS

contenant 30% de glycérol et stockés a une température de -20°C.

2.6- Pré-identification des bactéries lactiques par étude morphologique, physiologique et
Biochimique:

La pré-identification des isolats a été réalisée par I’application des techniques classiques de

microbiologie, basées sur la recherche d’un certain nombre de caractéres morphologiques,

physiologiques et biochimiques. Toutes les techniques d’identification utilisées ont été

décrites par Larpent (1997).
2.6.1. Etude morphologique:
» Etat frais

Un tube de 3 ml de bouillon MRS a ét¢€ inoculé par une colonie. On incube a 37°pendant 24 a
48heures jusqu’a I’apparition d’un trouble microbien. Pour vérifier la mobilité et la forme,
une goutte de la suspension bactérienne est mise entre lame et lamelle est observée au

microscope optique au grossissement Gx40

» Etude macroscopique et microscopique

L’observation macroscopique consiste a décrire les colonies obtenues sur milieu solide apres
une incubation a 30°C pendant 24 a 48heures (taille, forme, aspect, contour, pigmentation).
L’observation microscopique par coloration nous permet de distinguer les isolats selon le type
de Gram (positif ou négatif), leur morphologie (bacille ou coque) et leurs modes
d’associations (isolés, en chainettes ou en tétrades). Les bactéries lactiques sont Gram

positives.
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> Recherche de la catalase
La catalase enzyme est capable de décomposer 1’eau oxygénée selon la réaction:

2H202 ——atatase> 2H20 + O2
Une colonie est mise en suspension avec une goutte de solution de peroxyde d'hydrogene (10

volumes) sur une lame. La réaction positive se traduit par un dégagement immédiat de bulles

de gaz (02) (Marchal et al., 1991).

2.6.2- Etude biochimique:
2.6.2.1-Type fermentaire:

Les colonies sont ensemencés dans un bouillon MRS contenant les cloches du Durham, puis
incubés a 30°C/24heures. L’absence de gaz dans les cloches montre qu’il s’agit d’un
métabolisme homofermentaire alors que la présence de gaz indique qu’il s’agit d’un

métabolisme hétérofermentaire.
2.6.3- Etude physiologique:
2.6.3.1- Croissance a différentes températures:

Chaque isolat a été inoculé dans S5Sml de MRS liquide a différentes températures 10°C, 30°C
et 45°C. Apres 72 heures (2 30°C et 45°C) et 3 a 10jours (a 10°C) d’incubation (Guiraud et

Galzy, 1980), la croissance est appréciée par 1’apparition d’un trouble.

2.6.3.2-Croissance en présence de 6,5% de NaCl:

Dans ce test, nos isolats ont été cultivés en milieu MRS a PH 6 .5 et 5.5 additionné de 6,5%
de NaCl. Ce test ne donne pas d’indication sur I’identité des isolats mais il permet de les
caractériser a nous isolats en jaugeant a elles indéterminisme au NaCl. La lecture des
résultats est réalisée par constatation d’une croissance bactérienne apres incubation a 30°C

pendant 48h.
2.6.3.3- Croissance a différents pH:

Les isolats sont cultivés dans un bouillon MRS a pH4.5 et pH9.6 ; L’ incubation a été faite a

30°C pendant 48heures. Les résultats sont la croissance est appréciés par 1’apparition d’un

trouble.
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Chapitee J J Résultats et Discussion

1. Isolement et purification des cultures bactériennes:

Un nombre de 25 isolats ont été isolés a partir de notre échantillon de miel. Ils ont été purifiés
par repiquage successifs sur milieu MRS. Toutes ces bactéries se sont révélé Gram positive et

catalase négative.

La revivification de nos 25 isolats présente un trouble indiquant une bonne croissance

bactérienne (Figure 15).

Figure 15: Revivifications des isolats des bactéries lactiques étudiés sur milieu MRS.

2- Pré-identification par étude morphologique, physiologique et biochimique:

Lors de cette étude nous avons identifié nos isolats selon les techniques phénotypiques

conventionnelles basés sur les tests morphologiques, biochimiques et physiologiques.
2.1- Observation macroscopique:

Les résultats de I’examen macroscopique des cultures obtenues sur les 25 boites de pétri
montre : que toutes les colonies présentent les mémes caractéristiques que celles du groupe

des bactéries lactiques représenté dans la (figure 16).

En effet, I’¢tude morphologique des cultures montre des tres petites colonies, de couleur

blanchatre, de forme arrondie et circulaire ayant un contour lisse.

Le résultat de I’examen macroscopique est illustré dans la figure ci-dessous.
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Figure 16: Observation macroscopique des colonies apres incubation a 37°C pendant

48heures.

2.2- Observation microscopique:

L’ observation microscopique montre des bactéries en forme de batonnets disposés en amas

et isolés. Elles sont associées en paire ou en courtes chainettes rappelant les caractéristiques
des bactéries appartenant au genre Lactobacillus. Toutes ces bactéries sont a Gram positive et

a catalase négative.

Figure 17 : Aspect microscopique des cellules apres la coloration de gram Gr(100), bacille

court et longue.
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2.3- Etudes physiologiques et biochimiques:
2.3.1- Test de catalase:

Chez toutes les souches caractérisées, nous avons constat¢ une catalase négative.
Pour la suite de notre travail, nous avons retenu seulement les souches sous forme de

batonnets c'est-a-dire seulement les lactobacilles.
2.3.2- Croissance dans les conditions hostiles:
2.3.2.1- Croissances a différents température 10°C et 30°C et aussi 45°C:

Cette ¢tude est réalisée pour une croissance a des températures de 10,30 et a 45°C pendant 48
heures .Ce test permettent de différencier entre la flore thermophile (bactéries qui poussent a
45°C) et mésophile (bactéries qui poussent a 10°C). La température de 30°C correspond au

témoin.

Le résultat de ces tests est la majorité des isolats caractérisés ont une croissance a une

température de 30°C.

| "‘ ) ¢ aads el | TT—‘_'WT
gt T THINsT

-

Figure 18: Test de croissance a 30°C sur bouillon MRS a pH 6.5 et 5.5 aprés 24heures

d’incubation.
2.3.2.2- Croissances a différents PH:
e PH9.6 Six isolats possédent une croissance.
e PHA45 un seul isolat s’est développé sur milieu MRS liquide a PH 4.5
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Figure 19: Test de croissance a pH 9.6 sur bouillon MRS aprés une incubation a 30°C

pendant 48 heures.
2.3.2.3- Croissance sur milieu hyper salé a 6.5 de NaCl:

Ce test est décrit pour une croissance variable des lactobacilles c'est-a-dire qu’il
va nous permettre juste de caractériser nos isolats en évaluant leur tolérance au NaCl.

Ce test a montré que tous les isolats sont capables de croitre en présence de 6,5 % NaCl.

Figure 20 : Test de croissance en présence de 6.5% de NaCl sur milieu MRS a 30°C

pendant 48heures.
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2.3.3-Type fermentaire:

Tous les isolats se sont révélés homofermentaires a I’exception d’un seul qui est hétéro

fermentaire.

Figure 21: Résultat du test du type fermentaire sur bouillon MRS sans citrate apres

incubation a 30°C pendant 48 heures.

Le genre lactobacillus sont divisé en 3 groupes:

Groupe 1 [ = homofermentaires stricts.
Groupe 2 [ > homofermentaires ou hétéro fermentaires facultatifs.

Groupe3 [ hetérofermentaires stricts.

Nos isolats appartiennent aux groupes 1 et 2.
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Tableau 08: Résultats du test physiologique et biochimique des Bactéries Lactiques.

LesCodes Type NaCl 6.5% | Les Températures de PH Test
des fermentaire croissance Catalase

isolats

10°C | 30°C | 45°C | 9.6 4.5

21 - -

234 - -

74 - +

o e
1
1
1

22 - -

226 - -

239 - - ; ; ; +

174 - -

198 - -

34 ; ;

175 - +

45 ; iy

66 - -

37 ; ; - - ; ;

227 + -

10 -

17 - +

75 - -

36 - -

111 - -

133 - - +/- - - -

107 - - + S+ | - ;

176 - - + - - -

Al12 - -/+ +/- - - -

127 - + + + - -

+ : réaction positive, - réaction négative, +/- : réaction variable
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3-1a conservation des souches lactiques:

Figure 22: conservation des souches lactiques a courte durée.

La conservation des souches lactiques a courte durée a été établie dans le but de lancer les
aptitudes technologiques pour chaque espeéce caractérisée ainsi que 1’identification

phénotypique par les galeries API.

La conservation pour une longue durée est dans le but de lancer I’identification moléculaire

des espéeces caractérisées.
Discussion:

Le miel contient des micro-organismes pathogénes et non pathogenes (bénéfiques), parmi les
bactéries bénéfiques les plus recherchés récemment sont les bactéries lactiques.

Notre étude a permis de mettre en évidence les caractéristiques morphologiques,
physiologiques et biochimiques des lactobacilles isolées a partir des miels frais.

Dans le but de comparer nos résultats avec ceux trouvés dans d’autres recherches on a
constaté que les chercheurs du groupe Tajabadi et al, 2013 ont isolé et identifi¢ des
lactobacilles a partir des miels Malaisiens de méme pour Mohamed Mustafa et al ,2012 qui a
aussi isolé ces mémes especes. En Algérie Mounia Homraniet al, 2019 a identifié et a étudié,
dans ses travaux de recherche, I’effet pro biotique des lactobacilles isolées a partir des miels

algériens.
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Amara Sabrina, 2012 a montré que [’écosysttme du miel permet la croissance des
lactobacilles. Ces bactéries peuvent étre originaires des plantes (nectar et pollen), du sol ou
bien de I’eau.

Le tube digestif des abeilles mellifeéres constituent une source importante de contamination de
miel comme décrit par Mathialagan et al (2018) et Hoda Mahmoud et al(2020). Ces éminents

chercheurs ont pu isoler des bactéries lactiques a partir des estomacs des abeilles.

D’autre part les résultats fournis par I’étude ont montré que ces souches lactiques ont aussi
prouvé une résistance remarquable vis-a-vis des conditions hostiles de : culture en milieu

hypersalé et vis-a-vis aussi des niveaux des pH utilisés.

Tenant compte de cela, ces souches sont capables de s’adapter et de fournir de bonnes

aptitudes fermentaires a une utilisation technologique adaptée.

Des especes tel que les Lactobacilles devenues rares dans les pays industrialisés sont
fréquentes dans nos miels frais ce qui contribue a lancer d’autres recherches dans ce domaine

pour I’enrichissement du créneau et la connaissance de leur écologie.
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Conclusion et perspectives:

Les bactéries lactiques sont actuellement exploitées en médecine humaine et vétérinaire en
raison de I’apparition de bactéries pathogenes résistantes aux antibiotiques.

Ce travail a permis d’enrichir la collection des lactobacilles isolés a partir des miels frais
algériens.

Nous avons recherché les caractéristiques phénotypiques et biochimiques des lactobacilles a
I’aide Les milieux de culture bactérienne MRS (Man et al., 1960) ;et aussi d’une série des
tests physiologiques et biochimiques ce qui nous a conduit a les classer au groupe 1 ou 2 des
lactobacilles.

Il serait intéressant de vérifier ces souches par identification moléculaire et d’étudier leurs
propriétés pro biotiques. L’obtention des souches autochtones de bactéries lactiques reste un
objectif important sur le plan pharmaceutique ainsi que sur le plan industriel.

Les microorganismes identifiés dans des échantillons de miel comprennent des espéces
bénéfiques ainsi que des microorganismes capables de résister aux conditions de croissance

difficiles intrins€éques au miel.

Les vingt-cing (25) isolats testés sur une solution mere le "miel frais" de la région de
Mostaganem révelent comme identification préliminaire la présence de souches de
lactobacilles.

Nous avons conclu que le miel frais est un écosysteme microbien d’une flore de bactéries

lactiques.
Pour compléter de ce travail saura créature terminé par le plan technique:
-Une identification complémentaire par biologie moléculaire des isolats purifiés.

-Une étude compléte de la microflore totale de ces miels frais par la caractérisation de la

microflore d’intérét technologique.

55



L.es Annexes

-




Les Annexes

Annexe 1

Les Milieu de culture:

v MRS bouillon (milieu de Man et, Rogosa et Sharpe, de Man et al, ,1960):

o 0] 1) 1P 10g
Extrait de viande............oiiiiiiiiii e e 10g
EXtrait de J@VUIE. .. ..ottt Sg
GlUCOS . vttt e e e, e 20g
TWEENIBO . e Iml
Phosphate di POtaSSIQUE ......euiiniiti ettt et e 2g
ACEtate de SOIUIM ....uit ittt et e e et 5¢g
Citrate  d’amMIMONIUITL. ... ettt et et e et et e e e e e et e et e e e e e e e e eaeeneeaneeens 2g
Sulfate de MagnESTUML. ... .ottt et e e e e e e neeaans 0.2¢g
Sulfate de Man@an€se.........oouiiuiintiiiiit e ..0,5¢
Eau diStille. . ... .o e e 1L

On corrige le pH a 5.5 et 6.5

* Stérilisation par autoclavage a 120 °C Pendant 15 min.

v" MRS bouillon gélose (semi solide) (Man et al ,1960) :

MRS HQUIAC. . .ttt e 1L
N e e 1. ) OO 7.5g
PH 55et6.5

» Stérilisation par autoclavage a 120 °C Pendant 15 min.
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v" Bouillon Hypersalé(6.5% NaCl) :

PO PtONE. .. e 15¢
Extrait De VIande ........oooiiiiiiii e 5¢g
6 180T 5S¢
3 T 65g
N . N 15g
Eau DiIstill@e. ... .ot 11
On ajuste le pH 4 6.2

.Stérilisation par autoclavage a 120 C° Pendant 20 min.

v Milieu MRS bouillon (sans citrated’ammonium)(Man et al ,1960)

POPtONE. .. e 10g
Extrait de viande............cooiiiiiii e e 10g
EXtrait de JeVUIe. ... .o e S5g
3 10170 ] 20g
TWEEINBO ...t e Iml
Phosphate di POtaSSIQUE ......uiintiite ettt et e et etee e e e e e e e eeenanns 2g
Acétate de SOAIUIM .....ui e e e e e Sg
Sulfate de MAagNESTUML. ........otiii i e 0.2g
Sulfate de Man@an€se.........oouiiriintiitt ittt ..0,5¢
Eau distill€e. .. ... e e 1L

On ajuste lepH a 5.5 et 6.5

* Stérilisation par autoclavage a 120 C° Pendant 15 min.
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Annexe 2

1. Technique de la coloration de Gram

1) Préparation du frottis :

o A I’aide d’une pipette pasteur on met une goutte d’eau physiologique stérile dans une
lame.

o On mélange une souche bactérienne avec la goutte d’eau. On fait séchage de la
suspension bactérienne par passage rapide sur la flamme du bec benzene.

2) Coloration du frottis :

o Une goutte de cristal violet est ajoutée sur le frottis, aprés 60 secondes on rince avec

de ’eau distillé.

o Une goutte du lugol est ajoutée, aprés 30 secondes on rince avec de 1’eau distillé.

o On ajoute de I’alcool, et on incine la lame jusqu’a disparition de la coloration
violette.

o Onrince a I’eau distillé.

o On ajoute de la fuschine, et on rince apres une action de 15 secondes.

o Apres on ajoute une goutte d’huile a immersion sur lame, celle-ci est observée au
microscope a immersion grossissement (x100), les cellules Gram+ apparaissent en

violet, les Gram- apparaissent en rose. (Guiraud, 2003).
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