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Résumé

Les bactéries lactiques font naturellement partie de notre environnement et notre alimentation.
On connait depuis longtemps aux bactéries lactiques la propriété de produire des substances
antibactériennes qui sont utilisées dans la fermentation et la biopréservation des aliments.
L’origine des bactéries lactiques est diversité de I’alimentation des animaux, de la végétation,

de la peau des animaux et des ustensiles de traite.

L’isolement des bactéries lactiques a partir de laits crus de vaches durant la saison du
printemps a permis d’obtenir 40 souches (Gram positif, catalase négative, immobilité). Par
ailleurs, I’identification phénotypique a permis d’identifier 14 souches d’enterococcus, 10

streptococcus, 08 lactococcus, 06 leuconostoc et 02 pediococcus.

La comparaison entre les deux saisons a révélé que les laits produits durant la période
hivernale sont plus riches en flore d’intérét technologique que les laits produits durant le
printemps.

Mots clés : Bactéries lactiques, Lait cru, Saison



Summary

Lactic bacteria are naturally part of our environment and our diet. Lactic acid bacteria have long been
known to produce antibacterial substances used in the fermentation and biopreservation of food. The
origin of lactic acid bacteria is diversity in the feeding of animals, vegetation, animal skin and utensils.
The isolation of lactic acid bacteria from raw milks of cows during the spring season yielded 40 strains
(Gram positive, catalase negative, immobility). In addition, phenotypic identification identified 14
strains of enterococcus, 10 streptococcus, 08 lactococcus, 06 leuconostoc and 02 pediococcus.
The comparison between the two seasons revealed that the milks produced during the winter period
are more rich in flora of technological interest than the milks produced during the spring.

Key words: Lactic acid bacteria, Raw milk, Season
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Introduction

Le lait occupe une place stratégique dans I’alimentation quotidienne de I’homme, de part sa
composition noble en protéines, en glucides et en lipides et sa richesse en vitamines et en
minéraux, notamment le calcium. De nos jours, les besoins en lait sont de plus en plus
importants vu que ce produit peut étre consommé a I’état frais mais aussi sous forme
pasteurise, stérilisé ou transformé en produits dérivés. En plus, il constitue un substrat ideal
pour la multiplication de nombreux microorganismes d’altération ou pathogénes surtout les

bactéries lactiques.

Les bactéries lactiques présentent un grand intérét dans I’industrie agro-alimentaire. Elles sont
largement utilisées dans I’élaboration des produits alimentaires par des procédes de
fermentations lactiques. Les bactéries lactiques assurent non seulement des caractéristiques
particuliéres d’arbmes et de texture mais aussi une bonne sécurité alimentaire. Cette sécurité
est favorisée grace a la production acides organiques (acides lactiques et acétiques) qui font
baisser le pH dans le milieu et par la synthese de bactériocines qui renforcent cette
conservation (Bourel et al., 1991, De Roissard H.B et al., 1994). La flore originelle lactique
des laits crus a fait I’objet de plusieurs travaux de recherche (Larpent et al., 1991). Les
techniques de biologie moléculaires ont permit de mettre en évidence une forte diversité

génomique qui a conduit a la classification récente de onze genres.

La diversité des laits en flore d’intérét technologique est sous la dépendance de plusieurs
facteurs liés a ‘alimentation, a la végétation, a la propreté des animaux, aux pratiques de

production et a la saison.

Cette étude s’inscrit dans le cadre de recherche du laboratoire visant I’étude de I’influence de

la saison sur la flore lactique. Ce travail vise essentiellement deux objectifs a savoir :

- ldentifier, selon des tests phénotypiques, des souches de bactéries lactiques locales
isolées a partir des laits crus de vaches produits dans la région de Relizane durant la
saison du printemps.

- Effectuer une comparaison entre les souches isolées durant la saison d’hiver et celles

isolées durant la saison du printemps.
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Chapitre I- Données générales sur le lait
1- Définition du lait

Selon JENSEN (1995), Huyghebaert (2006) et Cniel (2006), le lait est un produit
indispensable a I’équilibre de I’alimentation humaine. Il contient de nombreux nutriments qui
fortifient notre organisme : protéines, glucides, lipides, sels minéraux, vitamines et oligo-
éléments. Il constitue un milieu propice pour la croissance de nombreux micro-organismes en
raison de sa forte teneur en eau, de son pH voisin de la neutralité et de sa richesse en
composants biodégradables. Il apparait comme un liquide opaque, blanc mat, plus moins
jaunatre selon sa teneur en [-caroténes et en matiere grasse, il a une odeur peu marquée mais

reconnaissable.

C’est en 1909 que le Congreés International de la Répression des Fraudes a défini le lait
comme étant «le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’une femelle laitiere

bien portante, bien nourrie et non surmenée».
2- Composition biochimique du lait

De maniére générale, le lait est un aliment naturellement complet comprenant quatre types de
constituants a savoir les lipides constitués essentiellement de triglycérides, les protides telles
que la caséine, I’albumine et la globuline), les glucides formés de lactose et les minéraux
(tableau 1). Mais, de nombreux autres constituants sont présents en quantité minime dans le
lait comme les vitamines, les enzymes, les nucléotides, des gaz dissous; dont certains ont une

grande importance du fait de leur activité biologique.

Cette composition varie selon différents facteurs liés généralement aux animaux. Les
principaux facteurs de variation de la composition biochimique du lai sont : I'individualité, la

race, le stade de lactation, l'alimentation, la saison, I1‘age et I'espéce (Vignola, 2002).
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Tableau 1 : composition biochimique du lait de vache (Vignola, 2002)

Constituants majeurs Variations limites (%0) Valeurs moyennes (%)
Eau 85.5-89.5 87.6
Matiéres grasses 24-55 3.7
Protides 29-50 3.2
Glucides 3.6-55 4.6
Minéraux 0.7-0.9 0.8
Constituants mineurs Vitamines, enzymes, pigments | Cellules diverses, gaz
2-1- Eau

D’aprés Amiot et al. (2002), I’eau est le constituant le plus important du lait, en proportion.
La présence d’un dip0le et de doublets d’électrons libres lui confére un caractere polaire. Ce
caractére polaire lui permet de former une solution vraie avec les substances polaires telles
que les glucides, les minéraux et une solution colloidale avec les protéines hydrophiles du
sérum. Puisque les matiéres grasses possédent un caractére non polaire (ou hydrophobe), elles
ne peuvent pas se dissoudre et forment une émulsion du type huile dans I’eau. Il en est de
méme pour les micelles de caséines qui forment une suspension colloidale puisqu’elles sont

solides.
2 -2- Matiere grasse

Jeantet et al. (2008) ont rapporté que la matiére grasse est présente dans le lait sous forme de
globules gras de diametre de 0.1 a 10um et est essentiellement constitué¢ de triglycérides
(98%). La matiere grasse du lait de vache représente a elle seule la moitié de I’apport
énergetique du lait. Elle est constituée de 65% d’acides gras saturés et de 35% d’acides gras

insaturés. Elle renferme :

e Une trés grande variété d’acides gras;

e Une proportion élevée d’acides gras a chaines courtes, assimilés plus rapidement
que les acides gras a longues chaines ;

o U
n
e 6
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c18:0) ;

Les phospholipides représentent moins de 1% de la matiere grasse. Ils sont plutdt riches en
a

c

[

(Lj,a matiére grasse du lait est produite principalement a partir des acides gras volatils (acides
gcétique et butyrique). Le premier est formé principalement a partir des glucides pariétaux des
Eourrages (cellulose et hémicellulose) et le second a partir des glucides rapidement
fermentescibles (1 ou 2 exemples de sucres fermentescible). Une partie de la matiére grasse
du lait provient de la mobilisation des réserves lipidiques de la vache (jusqu'a 60 kg). Sous
(r:ertaines conditions, des graisses alimentaires peuvent également contribuer a la formation de

(Iaa matiere grasse du lait (Stoll, 2003).

Ba figure 1 illustre les différents constituants de la matiére grasse du lait selon Bylund

(1995).
i

n
S Triglycenidas
Diglycerickes
a Acices gras
t Starals
Carotenoides
u Viteaminaes: A. D.E. K
r Phosphelipiclos™y, L .
Lipoproteines |
) Glycendes
€ Coerabrosicdes |
Proteines = | 1
S Acides nuc eiques f :
Erzymeas |
hMetaux J
Eaus
L
e Figure 1: composition de la matiére grasse du lait (Bylund, 1995)

Four le lait de vache, le taux butyreux se situe en moyenne, entre 35 a 45 g/L.

fi varie :
i
t
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» En fonction de la race et de la génétique de la vache. Par exemple, le lait des vaches
Normandes est plus riche que le lait des Prim'Holstein. Le lait des vaches de race Jersiaise est

trés riche en matieres grasses.

 En fonction du stade de lactation. Au cours d'une lactation, le taux butyreux varie en sens
inverse de la quantité journaliére de lait produit ; il est corrélé négativement au niveau de

production.

« En fonction de la photopériode. Car le taux butyreux est plus faible en été lors des jours les

plus longs.
« Et enfin en fonction de l'alimentation :

- Tous les facteurs alimentaires qui peuvent conduire a une acidose ruminale (excés d'amidon,
déficit en cellulose brute (<17%), défaut de fibrosité, défaut de transition alimentaire) peuvent

provoquer une chute du taux butyreux.

- Les aliments riches en sucres simples (betteraves, mélasse, lactosérum, et dans une moindre
mesure l'ensilage de mais), s’ils ne sont pas distribués en excés (ce qui provoquerait une
acidose) augmentent la production ruminale de butyrate, ce qui est trés favorable a de bons
TB.

- Les supplémentations lipidiques de la ration des vaches laitieres ont un effet variable.
2-3- Protéines

Selon Jeantet et al. (2007), le lait de vache contient 3,2 a 3,57 de protéines réparties en deux

fractions distinctes :

e Les caséines qui précipitent a pH de 4.6, représentent 807, des protéines totales.

e Les protéines sériques solubles a pH 4.6, représentent 207 . des protéines totales.
2-3-1- Caséines

Jean et Dijon (1993) rapportent que la caséine est un polypeptide complexe, résultat de la
polycondensation de différents aminoacides, dont les principaux sont la leucine, la proline,
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I’acide glutamique et la sérine. La micelle protéique a un diamétre de ’ordre de 0,1 um
(Figure 2).

Molecules de K -caséine

Chaines

saillantes Groupe POy

Noyau hydrophobe

Figure 2: structure d'une sub-micelle caséique (Bylund, 1995)
Elle est formée par quatre protéines individuelles:
- Alpha-caséines ou caséines a.s1 36 % et a.s2 10 %,
- Béta-caséine ou caséine B 34 %,
- Kappa-caséine ou caséine x 13 %

- Et Gamma-caseéines ou caséine y 7 % (produits de la protéolyse de la B-caséine) (Goy et
al., 2005).

Une micelle de casé€ine contient environ 92 a 93% de protéines, les caséines, et 8% de
minéraux. La partie minérale de la micelle comporte 90% de phosphate de calcium et 10%
d’ions citrate et de magnésium (2,9 % de Ca, 0,1% de Mg, 4,3% d’ions phosphate, 0,5%
d’ions citrate) (Cayot et Lorient, 1998). La présence de phosphate de calcium lié a la caséine
est I’'une des forces responsables de la stabilité de la structure des micelles de caséine
(Marchin, 2007).
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Une propriété importante des micelles est de pouvoir étre déstabilisée par voie acide ou par
voie enzymatique et de permettre la coagulation. Elle constitue le fondement de la

transformation du lait en fromage et en laits fermentés (Ramet, 1985).

L’ autre fraction protéique (environ 17%) du lait est présente dans le lactosérum. Les deux
principales protéines sériques sont la B-lactoglobuline et 1’a-lactalbumine (Cayot et Lorient,
1998).

2-3-2- Protéines sériques

Les protéines du lactosérum représentent 15 a 28% des protéines du lait de vache et 17% des
matieres azotées (Debry, 2001).

Thapon (2005) a défini les protéines du lactosérum comme étant des protéines d'excellente
valeur nutritionnelle, riches en acides aminés soufrés, en lysine et tryptophane. Elles ont de

remarquables propriétés fonctionnelles mais sont sensibles a la dénaturation thermique.
a- L'a-lactalbumine

L'a-lactalbumine est une protéine de 123 acides aminés comportant trois variantes génétiques
(A, B, C). Métalloproteine (elle possede un atome de calcium par mole) du type globulaire
(structure tertiaire quasi sphérique). Elle présente environ 22% des protéines du seérum
(Vignola, 2002).

b- La B-lactoglobuline

La B-lactoglobuline est la plus importante des protéines du serum puisqu'elle en représente
environ 55%. Son point isoélectrique est 5.1 -lactoglobuline est une protéine de 162 acides
aminés comportant 7 variantes génétiques (A, B, C, D, E, F, G). Lors du chauffage la fixation
d'une molécule de caséine K et d'une B-lactoglobuline se fasse également par un pont
disulfure (Debry, 2001).

c- Le sérum-albumine

Représente environ 7% des protéines du sérum. Elle est constituée de 582 résidus d'acides
aminés. Comptant un seul variant génétique A est identique au sérum albumine sanguine
(Vignola, 2002).

10



Premiere partie Synthese
bibliographique

d- Les immunoglobulines

Ce sont des glycoprotéines de haut poids moléculaire responsable de I'immunité. On distingue
trois grandes classes d'immunoglobulines: IgA, 1gG, IgM. Elles sont tres abondantes dans le
colostrum. Les immunoglobulines sont les protéines du lactosérum les plus sensibles a la

dénaturation thermique (Thapon, 2005).
e- Protéoses-peptones

Elles forment la fraction protéique soluble aprés chauffage du lait acidifié a pH 4.6 vers 95°C
pendant 20 a 30 minutes. C'est un groupe hétérogéne issu de la protéolyse par la plasmine de
la caséine [ (Debry, 2001).

Le tableau 2 présente la classification des proteines selon Brunner (1981) cité par Pougheon
(2001).

Tableau 2: classification des protéines (Brunner, 1981 cité par Pougheon, 2001)

NOMS % des protéines Nombre d’AA

CASEINES : 75-85
Caséine a S1 39-46 199
Caséine a S2 8-11 207
Caséine 3 25-35 209
Caséine k 8-15 169
Caséine y 3-7

PROTEINES DU

LACTOSERUM 15-22
B—Lactoglobuline 7-12 162
o—Lactalbumine 2-5 123
Sérum-albumine 0.7-1.3 582
Immunoglobulines 1.9-3.3
(G1, G2, A, M)
Protéoses-peptones 2-4

2-3-3- Variation de la teneur en matiere protéique

Le taux protéique (TP) varie essentiellement :

11
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-En fonction de la race ; par exemple, le lait des vaches Normandes est plus riche que le lait

des Prim'Holstein.

- En fonction du génotype de I’animal,

- En fonction de la photopériode, le TP est plus faible en été lors des jours longs.
- En fonction de I'alimentation :

. Le principal facteur alimentaire est I'apport d'énergie. Si les besoins énergétiques de
I'animal ne sont pas couverts, il y a une diminution du taux protéique. Une sous alimentation
totale ou protéique provoque une chute du TP en plus d'une chute de la production laitiére

dans toutes les espéces.

. Chez la vache laitiére, si la ration est riche en énergie, la synthese protéique est stimulée.
Par contre, un exces de proteines alimentaires n‘augmente pas le TP mais augmente le taux
d'azote non protéique en particulier la teneur en urée. La teneur en urée du lait est identique a
celle du sang de la vache et peut étre utilisé comme un indicateur d'une surnutrition ou sous-

nutrition protéique.

. Chez les vaches laitieres tres hautes productrices, I'apport d'acides aminés limitant (Lysine,
méthionine le plus souvent) protégés des degradations ruminales (tourteaux tannes, acides
aminés de synthese protégés) peut permettre une augmentation modérée du taux protéique

(environ 1 g/kg).
2-4- L_actose

Mathieu (1999) avait évoqué que le lait contient des glucides essentiellement représentés par
le lactose, son constituant le plus abondant apres I’eau. Sa molécule C12H22011, est constituée
d’un résidu galactose uni a un résidu glucose. Le lactose est synthétisé dans les cellules des

acini a partir du glucose sanguin. Celui-ci est en grande partie produit par le foie.

Le lactose est quasiment le seul glucide du lait de vache et représente 99% des glucides du lait
de monogastriques. Sa teneur est tres stable entre 48 et 50 g/l dans le lait de vache. Cette
teneur présente de faibles variations dans le sens inverse des variations du taux butyreux. Le

lactose est un sucre spécifique du lait (Hoden et Coulon, 1991).

12
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2-5- Minéraux

Selon Gaucheron(2004), le lait contient des quantités importantes de différents minéraux. Les
principaux minéraux sont le calcium, le magnésium, le sodium et le potassium pour les

cations et le phosphate, le chlorure et le citrate pour les anions (Tableau 3).

Tableau 3 : composition minérale du lait de vache (Jeantet et al., 2007)

Eléments minéraux Concentration (mg/kg)

Calcium 1043-1283
Magnésium 97-146

Phosphate 1805-2185
Citrate 1323-2079
Sodium 391-644

Potassium 1212-1681
Chlorure 772-1207

2-6- Vitamines

Selon Vignola (2002), les vitamines sont des substances biologiquement indispensables a la
vie puisqu’elles participent comme cofacteurs dans les réactions enzymatiques et dans les
échanges a I’échelle des membranes cellulaires. L’organisme humain n’est pas capable de les

synthétiser

On distingue d’une part les vitamines hydrosolubles (vitamine du groupe B et vitamine C) en
quantité constantes, et d’autre part les vitamines liposolubles (A, D, E et K) (Jeantet et al.,
2008).

3 — Caractéristiques physico-chimiques du lait

13




Premiere partie

Synthese

bibliographique

Les principales propriétés physico-chimiques du lait sont représentées par sa densité, son

point de congélation, son point d’ébullition et son acidité.

Dans le tableau 4 figurent les caractéristiques physico-chimiques du lait selon Bourgeois et

al., (1990).

Tableau 4 : caractéristiques physico-chimiques du lait (Bourgeois et al., 1990).

Caractéristiques physiques Valeurs
Ph 6.6 -6.8
Densité 1.030 - 1.033
Temperature de congélation (°C) -0.53
Caractéristiques chimiques (g / 100g) Valeurs
Teneur en eau 87.3
Extrait sec total 12.7
Taux de matiére grasse 3.9
Extrait sec dégraissé 9.2
Teneur en matiére azotee totale 3.4
Teneur en caséine 2.8
Teneur en albumine et globuline 0.5
Teneur en lactose 4.9
Teneur en cendre 0.90
Vitamines, enzymes et gaz dissous Traces

3-1- La densité

La densité du lait varie entre 1,028 et 1,034. Elle doit étre superieure ou égale a 1,028 a 20°C.

La densite des laits de grand mélange des laiteries est de 1,032 a 20°C. Celle des laits écrémés
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est supérieure a 1,035. Un lait a la fois écrémé et mouillé peut avoir une densité normale
(Vierling , 2008).

3-2- L'acidité titrable ou Dornic

L'acidité titrable indique le taux d'acide lactique formé a partir du lactose. Un lait frais a une
acidité Dornic de 16 a 18°D. Conservé a la une température ambiante, # le lait s’acidifie
spontanément et progressivement (Mathieu, 1998). C’est la raison pour laquelle on distingue
I’acidité naturelle, celle qui caractérise le lait frais, d’une acidité développée issue de la

transformation du lactose en acide lactique par divers microorganismes (CIPC lait, 2011).

Deux laits peuvent avoir le méme pH et des acidités Dornic différentes et inversement. C'est
dire qu'il n'y a pas de relation d'équivalence réelle entre le pH et I'acidité Dornic (Dieng,
2001).

3-3- Le point de congélation

Le point de congélation du lait est I’une de ses caractéristiques physiques les plus constantes.
Sa valeur moyenne, si I’on considere des productions individuelles de vache, se situe entre -
0,54 °C et — 0,55°C (Mathieu, 1998). La mesure de ce parametre permet I’appréciation de la
quantité d’eau éventuellement ajoutée au lait. Un mouillage de 1% entraine une augmentation
du point de congélation d’environ 0,0055°C (Goursaud, 1985).

3-4- Le pH

Le pH renseigne précisement sur I’état de fraicheur du lait. Un lait de vache frais a un pH de
I’ordre de 6,7. S’il y a une action des bactéries lactiques, une partie du lactose du lait sera
dégradée en acide lactique, ce qui entraine une augmentation de la concentration du lait en

ions hydronium (H30+) et donc une diminution du pH, car :
PH=log 1/ [H30+]

Un lait mammiteux, contenant des composés a caractéristiques basiques, aura un pH > 7 et le

colostrum un pH voisin de 6 (Luquet, 1985).

3-5- L’extrait sec total
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On entend par matiére seche du lait le produit résultant de la dessiccation du lait dans les
conditions décrites par la présente norme AFNOR (1985).

La matiére seéche exprimée en grammes par litre de lait est égale a :
(M1- Mo) x1/ V
M o : est la masse en grammes de la capsule vide (Tare).
M 1 : est la masse en grammes de la capsule et du résidu apres dessiccation et refroidissement

V : est le volume en millilitres de la prise d’essai.

3-6- L’extrait sec dégraissé

La matiére seche dégraissée est obtenue par différence entre la matiére seche totale et la
matiére grasse. Les laits normaux contiennent habituellement de 90 a 95 g de matiere seche

non grasse par litre.
ESD = EST- MG
ESD : extrait sec dégraissee
EST : extrait sec total
MG : matiére grasse
4- Microflore du lait

La microflore du lait fait partie de sa flore normale et se caractérise par son aptitude a
fermenter le lactose avec production d‘acide lactique et donc, abaissement du pH. Les
ferments lactiques laitiers constituent un groupe diversifié de bactéries qui ont néanmoins un
certain nombre de caractéristiques communes : elles sont a Gram positifs, catalase négatifs,
anaérobies facultatifs ou micro-aérophiles et hétérotrophes (Alais, 1984 ; Claude et
Champagne, 1998).
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L‘ensemble de ces caractéres précieux permet aux bactéries lactiques un développement plus

rapide que les especes considérées comme étant nuisibles (Kouda et Boudabous, 1994).

Tres peu d‘especes resistent a la pasteurisation basse (63°C pendant 30mn). Elles produisent
des substances inhibitrices et antibiotiques telles que la nisine, la «diplococcine», et
«l*acidophine» qui sélectionnent les bactéries non lactiques au profil des bactéries lactiques.
Parmi les bactéries lactiques ayant comme habitat le lait, nous avons le genre Streptococcus,

Lactobacillus, Enterococcus, Leuconostoc et Aerococcus (Luquet et Corrieu, 2005).
4-1- Les sources de contamination

Le lait est généralement contaminé par une grande variété de microorganismes d‘origines
diverses. Cette contamination peut provenir de I'animal (intérieur ou extérieur de la mamelle),
de I'environnement ou se fait la traite (sol, atmosphere, eau, mains salles etc.) et du matériel
servant a la collecte du lait (machines a traire, filtre, récipients, divers) mais aussi de
I‘homme. Certains microorganismes peuvent provoquer un danger pour le consommateur du
lait cru ou de produits fabriqués avec du lait cru. D'autres sont seulement des agents
d'altération de ces produits ; ils degradent les composants du lait en donnant des produits de
métabolisme indésirables (Richard, 1990 et Guiraud, 1998).

4-2- La microflore contaminant
Elle est composee de la flore pathogene et de la flore d*altération.
4-2-1- La flore pathogéne

Elle fait partie de la flore contaminant du lait. Les bactéries pathogénes pour I‘homme
peuvent étre présentes dans le lait cru, ou dans les produits laitiers qui en dérivent. Elles sont
capables de provoquer des malaises chez les personnes qui consomment ces produits.

Les bactéries les plus importantes de cette flore pathogéne sont le plus souvent mésophiles et
les principaux microorganismes pathogenes associés aux produits laitiers sont : Salmonella,
Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Bacillus cereus,
Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Campylobacter jejuni,

Shigella sonei et certaines moisissures (Vignola, 2002).

4-2-2- La flore d'altération
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Incluse dans la flore contaminant, la flore d‘altération cause des défauts sensoriels de godt,
d'ardbmes, d'apparence ou de texture et baisse la durée de vie du produit laitier. Parfois,
certains microorganismes nuisibles peuvent aussi étre pathogenes. L‘un n'exclut pas l‘autre.
Les principaux genres identifiés comme flore d'altération sont : Pseudomonas sp, Proteus sp,
les coliformes soit principalement les genres : Escherichia et Enterobacter, les sporulées telles
que Bacillus sp, Clostridium sp et certaines levures et moisissures (Vignola, 2002 et Richard,
1990).

4-3- La flore originelle

Le lait contient peu de Microorganismes lorsqu'il est prélevé dans de bonnes conditions, a
partir d'un animal sain (moins de 103germes/ml). Il s'agit essentiellement des germes
saprophytes de pis et des canaux galactophores : microcoques, streptocoques lactiques,
lactobacilles. Des germes pathogénes et dangereux du point de vue sanitaire peuvent étre
présents lorsque le lait est issu d'un animal malade (Streptocoque pyogeéne, carynebactéries
pyogenes, des staphylocoques) qui sont des agents des mammites et il peut s'agir aussi de
germes d'infection générale tels que Salmonella, Brucella, et exceptionnellement listeria
monocytogene, mycobactérie, Bacillus anthracis et quelque virus (Guiraud, 2003). Dans le

tableau 5 sont citées les especes qui constituent la flore originelle du lait.

Tableau 5 : Flore originelle du lait (Vignola, 2002)

Microorganismes Pourcentage (%0)
Micrococcus sp. 30-90
Lactobacillus 10-30
Streptococcus ou Lactococcus <10
Gram négatif <10

4-4- Les principales activités des microorganismes dans le lait

Les activités métaboliques des microorganismes présents dans le lait peuvent avoir des effets
positifs ou négatifs sur I‘apparence, I‘odeur, la consistance ou la texture et le gol(t des
produits laitiers. Parmi ces activités on peut citer I*acidification, la protéolyse, la lipolyse et la

production de gaz.
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% L‘acidification : c‘est une production d‘acide lactique a partir du lactose par les
ferments lactiques lors de leur croissance.

«» La protéolyse : c‘est la dégradation des protéines du lait avec formation de peptides,
dont certains donnent des mauvais godts aux produits laitiers.

% La lipolyse : c‘est la libération d‘acides gras a partir des triglycérides du lait,
entrainant un godt de lipolyse ou de savon (rancidité).

« La production de gaz : au cours de leur croissance, certaines bactéries
(hétérofermentaires, bactéries telluriques) produisent des gaz. Dans le cas de certains
fromages, on peut assister a I‘apparition d‘un défaut d*aspect, di a la production de

gaz, associé ou non a un défaut de godt.

Enfin, certains microorganismes ne semblent pas présenter les inconvénients cités plus haut.
Leur présence en grand nombre dans le lait est toutefois est indispensable comme les bactéris
lactique (Vignola, 2002 et Richard, 1990).

Chapitre I1- Bacteéries lactiques
1 - Généralités

Les bacteries lactiques sont des cellules procaryotes organotrophes formant un groupe
hétérogéne constitué de cocci et de bacilli (Badis et al., 2005). Ce sont des bactéries a Gram
positif dont la teneur en guanine et cytosine (G+C) est inférieure a 50%. Elles sont
asporulantes, aéro anaerobie facultatives ou micro-aérophiles, a metabolisme fermentaire
strict, 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 4.5. Ces bactéries sont généralement immobiles et se caractérisent
par la production d’acide lactique comme produit majeur du métabolisme. Leur division se
déroule sur un seul plan a I’exception des genres : Pediococcus, Aerococcus, et
Tetragenococcus. (Salminen et al. 2004; Konig et Frohlich, 2009 ; Pringsulaka et al., 2011).
En général ces bactéries ne possedent ni catalase, ni nitrate réductase, ni cytochrome oxydase
(@ I’exception de quelques souches sous certaines conditions), elles sont protéolytiques, ne
liquéfient pas la gélatine, et ne forment plus d’indole ni d’hydrogene sulfureux, ces bactéries
sont également incapables de fermenter le glycérol (Dellaglio et al., 1994; Salminen et
al.,2004).
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2 - Habitat des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont ubiquistes: elles sont retrouvées dans differentes niches
écologiques comme le lait et les produits laitiers, les vegétaux, la viande, le poisson, les
mugqueuses humaines et animales et dans le tractus digestif, ce qui explique leur température

de croissance hétérogéene (Mayo et al., 2010 ;Klein et al.,1993).

Les bactéries lactiques colonisent les habitats riches en nutriments tels les plantes, les fruits,
les produits laitiers, les eaux et les eaux usées, les jus, ainsi que les cavités buccales, vaginales
et intestinales de I’homme, sans pour autant lui provoquer des maladies, a I’exception de

quelques cas causeés par les Streptococci et certains Sactobacilli (Kénig et Fréhlich, 2009).
3 - Classification des bactéries lactiques

Traditionnellement, les bactéries lactiques ont été classées sur la base des propriétés
phénotypiques : la morphologie, le mode de fermentation du glucose, la croissance a
différentes températures, I’isomere de I’acide lactique produit et la fermentation des différents
hydrates de carbone (De Roissart et Luquet, 1994; Holzapfel et al., 2001). Les genres les plus
étudiés sont Lactobacillus,Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Enterococcus et
Pediococcus(Drouault et Corthier, 2001). Actuellement le groupe desbactéries lactiques
associes aux aliments renferme les 7 genres suivantes :Enterococcus, Lactobacillus,

Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus et Bifidobacterium.
3-1- Lactobacilles (Lactobacillus)

Les bactéries du genre Lactobacillus ont des aspects variés allant du bacille long et fin au
Coccobacille en passant par la forme batonnet court ou légerement flexueux. lls sont Gram
positif, non sporulés, fréqguemment associés en chainettes et habituellement immobiles. Les
lactobacilles se montrent généralement plus résistants au stress acide que les lactocoques
(Siegumfeldt et al, 2000).

Les lactobacilles se répartissent en trois groupes selon leur profil fermentaire, d’apres la
classification de Kandler et Weiss (1986) :

» Les lactobacilles du groupe I (LBI) : ils comprennent les espéces homofermentaires

obligatoires, c’est-a-dire produisant exclusivement de I’acide lactique a partir du
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glucose. Ce groupe est constitué d’environ 25 especes, la plupart thermophiles
(croissance a 45°C) dont Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus et Lb. helveticus. La plupart
des especes sont présentes dans le lait et les produits laitiers.

» Les lactobacilles du groupe Il (LBII): ce sont les especes hétérofermentaires
facultatives, c’est-a-dire capables d’utiliser la voie hétérofermentaire dans certaines
conditions comme une concentration en glucose limitante. Il est constitué d’une
vingtaine d’especes dont Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. sake et Lb. plantarum,
majoritairement mésophiles (Laurent et al. 1998).

» Les lactobacilles du groupe Il (LBIII):ils sont constitués des espéces
hétérofermentaires obligatoires, c’est-a-dire utilisant la voie des pentoses phosphates
pour la fermentation des hexoses et des pentoses. C’est un groupe qui rassemble des
especes relativement hétérogenes, surtout mésophiles, comme Lb. brevis, Lb. kefir et
Lb. sanfransisco, Outre leur présence dans les produits laitiers et carnés, certaines
especes se developpent dans le tube digestif de I’homme, et participent a I’équilibre de

la flore intestinale (Laurent et al., 1998).

3-2- Lactococcus

Le genre Lactococcus a été propose par Schleifer et al. (1985) pour reclasser des souches du
genre Streptococcus (Streptococcus du groupe N) et des espéces de Lactobacillus. 1l a eté
défini sur la base de critéres chemitaxonomiques et du séquencage d'ARNr 16S (Schleifer et
al., 1985; Collins et al., 1989). Le genre Lactococcus comprend 5 especes. Lactococcus
garvieae antérieurement identifié a Enterococcus seriolicida(Kusuda et al., 1991; Teixeira et
al.,, 1996), Lactococcus piscium, Lactococcus raffinolactis, Lactococcus plantarum et
Lactococcus lactis qui est subdivisé en 3 sous-especes, Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Lactococcus lactis subsp. lactis et Lactococcus lactis subsp. Hordniae antérieurement classifie
dans le genre Lactobacillus. Les especes de Lactococcus sont des coques, a Gram positif au
métabolisme homofermentaire produisant exclusivement de I'acide lactique (L+). Elles ont un
optimum de croissance voisin de30°C et ne poussent pas a pH 9,6 ou en présence de 6,5 % de

NaCl. Excepté I'espéce Lactococcus garvieae, elles ne sont pas hémolytiques.
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Les especes Lactococcus lactis subsp. cremoris et Lactococcus lactis subsp. lactis ont un réle
majeur dans l'acidification des fromages par production d'acide lactique. Elles contribuent
également a la texture par production d'exopolysaccharides et a la flaveur par production de
composés aromatiques (alcools, aldéhydes, cétones) par la dégradation du citrate ou des
acides gras (Engels et Visser, 1996). Dotées de protéases membranaires et de peptidases, elles
sont capables de dégrader les protéines et les peptides (Monnet et al.,, 1993). Elles
métabolisent également les acides aminés en composes aromatiques (aldéhydes, alcools,
composés soufrés) (Bonnarme et al., 2004; Yvon, 2006). Elles peuvent aussi produire du
diacétyle. Leurs potentialités métaboliques sont de plus en plus explicitées grace a

I'exploitation des séquences du genome disponibles (Kok et al., 2005).
3-3- Steptocoques (Stréptococcus)

Les cellules de ce genre sont immobiles, sphériques ou ovoides qui ont un diametre inférieur a
2um avec une disposition en paires ou en chaines longues. La fermentation des carbohydrates
produit principalement de I’acide lactique mais il n’y a pas de production de gaz. Le
peptidoglycane est du groupe A et leur température optimale de croissance est de 37°C. Elles
sont incapables de se développer a 15°C et a pH: 9.6. Beaucoup d’espéces sont commensales
ou parasites de I’homme et des animaux et certaines sont hautement pathogénes. Comprend
essentiellement des espéces d’origine humaine ou animale dont certaines sont pathogenes
comme S. pyogenes et S. agalactiae d’autres sont impliquées dans la formation de la plaque
dentaire (S. mutans). L’espéce thermophile Streptococcus thermophilus se différencie par son
habitat (lait et produits laitiers), et son caractere non pathogéne. Du fait de ses propriétés
technologiques, c’est la seule espéce considérée comme un streptocoque lactique (Laurent et
al., 1998).

3-4 - Leuconostoc

La famille des leuconostocaceae, contient des coques ovoides, pouvant étre allongés ou
elliptiques. Ce sont des cellules sphériques disposent en paire ou en chaine, elles sont
caractérisees par un metabolisme hétérofermentaire en convertissant le glucose en D-lactate et
éthanol ou en acide acétique par la voie de transcétolase, elles sont incapables de dégrader
I’arginine ce qui leurs distinguent des lactobacilles hétérofermentaires (Gonzalez et al., 2007).
On range habituellement les leuconostocs dans les anaérobies facultatifs, mais certains les
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considérent comme des anaérobies aérotolérants. Ils sont exigeants et présentent souvent une
auxotrophe pour les acides aminés, les peptides, les vitamines, les sels minéraux et les
glucides (Dellaglio et al., 1994). Ce genre comprend les especes suivantes : Ln. mesenteroides
avec ces sous espece mesenteroides cremoris et dextranicum et Ln. lactis et Ln.

Pseudomesenteroides et Ln. Paramesenteroides (Collins et al., 1993 ; Laease, 2005).
3-5- Pediococcus

Ce sont des coques formées de cellules groupées en paires ou on tétrades. Ils sont

mésophiles homofermentaires, et le plus souvent incapable d’utiliser le lactose.

v' Sept espéces de Pediococcus sont connues: P. acidilactici, P. damnosus, P.
dextrinicum, P. inopinatus, P. parvutus, P. pentosaceus et P. urinaeequi. lls
fermentent les sucres en produisant de I’acide lactique DL ou L(+) et sont aussi
caractérisés par le GC% de leur ADN (34-42%). Ces derniéres sont importantes dans
I’agroalimentaire tant sous I’aspect négatif que positif. Ce sont des agents de
dégradation en brasserie (P. damnosus). Les P. acidilactici et P. pentosaceus ont
démontré leur utilité dans I’élaboration de plusieurs produits carnés fermentés
naturels. Ils sont parfois utilisés comme levains lactiques pour les charcuteries. Les
pidiocoques sont également des bactéries lactiques autochtones qui permettent la
maturation des fromages (Gonzalez et al., 2007 ; Gurira et al.,2005).

v" L’espéce pediococcus halophilus a été renommée Tetragenococcus halophilus. Seulement
deux especes de Tetagenococcus sont connues: T. halophilus et T. muriaticus. Ces
bactéries résistent a des concentrations élevéees en sel (supérieures a 18% Na CI). lls ont
un réle crucial dans la fabrication des produits alimentaires comme les saumures (les

anchois salés), les sauces de soja, etc.
3-6- Bifidobacterium

Les cellules de Bifidobacterium se caractérisent par leur forme trés irréguliére, souvent en V
et en Y, mais pouvant étre coccoides. Elles se différencient des autres bactéries lactiques par
leur caractere anaérobie, leur G + C % élevé, et la présence d’une enzyme, la Fructose-6-
Phosphate Phosphocétolase. Celle-ci leur permet de fermenter les hexoses en produisant de
I’acide acétique et de I’acide lactique, ainsi qu’en moindre proportion de I’éthanol et d’autres
acides organiques. Cette fermentation «lactique» a conduit a les rapprocher du groupe des
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bactéries lactiques. Leur température optimale de croissance est comprise entre 37°C et 41°C.
Elles se développent a pH supérieur a 5. Elles sont isoléees de I’homme et des animaux
(Laurent, 1998). Le tableau 06 regroupe les différents genres de bactéries lactiques et leurs

principales caractéristiques selon Laurent et al. (1998).

Tableau 06 : Les différents genres de bactéries lactiques et leurs principales caractéristiques
(Laurent et al., 1998).

Genre Morphologie Fermentation Température Nombre
optimale d’espéces
Lactobacilles Bacilles Homo Thermophiles G1:23
ou Ou G2:16
hétérofermentaires | Mésophiles G3:22
Lactococcus Coques homofermentaires | Mésophiles 5
Streptococcus | coques homofermentaires | Mésophiles ou 19
thermophiles
Leuconostoc coques hétérofermentaires | Mésophiles 11
Bifidobcterium | Forme Acide acétique et | Mésophiles 25
irreguliere lactique

4- Exigences nutritionnelles des bactéries lactiques

Selon Gevers (2002), les bactéries lactiques ont une faible aptitude biosynthétique et sont en
principe incapables d'assimiler directement les principaux précurseurs de leur environnement.
Elles sont considérées comme un groupe bactérien le plus exigeant du point de vue
nutritionnel, car elles requiérent non seulement des substrats complexes carbonés, azotés,
phosphatés et soufrés mais aussi des facteurs de croissance comme les vitamines et les

oligoéléments dont le r6le des coenzymes est plus important.
4-1- Exigences en vitamines

Pour le métabolisme cellulaire, les vitamines jouent le réle irremplacable de coenzyme.

D’aprés Desmazaud et De Roissart (1994), les bactéries lactiques sont, a quelque exceptions
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prés incapable de synthétiser des vitamines, d’ou I’'importance d’un apport exogene de

vitamines dans le au milieu de culture (Cocaigne-Bousquet et al., 1996).
4-2- Exigences en azote

Les bactéries lactiques exigent I’apport exogene d’acide aminés pour leur croissance car elles
sont incapables, pour la plupart, d’en synthétiser a partir d’une source azotée plus simple
(Desmazaud, 1983). Elles ne peuvent absorber et utiliser que des acides aminés libres ou des
peptides courts (peptidases, dipeptidases). Leur nutrition azotée exige donc I’hydrolyse des
grandes protéines du lait et notamment les caséines, par des enzymes (les protéases) situées
dans la paroi extérieure de la cellule (Desmazaud, 1998).

5- Voies fermentaires des bactéries lactiques

La fermentation est un processus produisant de I’énergie par oxydation de composés
organiques, principalement des glucides, ou un donneur d’électron, NADH céde ses électrons
a un accepteur endogene, le pyruvate. Dans la respiration les électrons sont donnés a un
accepteur exogene, I’oxygene pour la respiration aérobie et le nitrate ou le sulfate pour la

respiration anaérobie. (Prescott et al., 2003)

Les bactéries lactiques utilisent principalement I’une des deux voies majeures du métabolisme
des sucres (Figure 2). Il s’agit des voies homofermentaires (Embden-Meyerhoff- Parnas,
EMP) et hetérofermentaire (voie des pentoses-phosphate). Ainsi, les bactéries lactiques sont
divisées en deux groupes principaux d’especes homofermentaires ou hétérofermentaires selon
la nature et la concentration des produits terminaux issus de la fermentation du glucose
(Makhloufi, 2012).

5-1- Voies homofermentaires

Les bactéries lactiques homofermentaires comprennent les especes de lactocoques,
pédiocoques, ainsi que certains lactobacilles. Cette voie conduit dans des conditions optimales
de croissance a la production de deux molécules de lactate et deux molécules d’ATP par
molécule de glucose consommée (Thompson et Gentry-Weeks., 1994). Des sucres autres que
le glucose peuvent également étre fermentés via cette voie : monosaccharides, disaccharides,
hexitols. Ces micro-organismes présentent un métabolisme de type homolactique lorsque le

lactate représente plus de 90% des produits de fermentation. Dans certaines conditions de
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croissance (certains sucres, limitation carbone.), le métabolisme de ces bactéries se diversifie
vers un métabolisme mixte avec production, en plus du lactate, de formiate, de CO, d’acétate
et d’éthanol (Cocaign-Bousquet et al., 1996). La fructose-1,6-bisphosphate aldolase (FBA),
est une enzyme clé présente chez toutes les espéces homofermentaires et indispensables au
fonctionnement de la voie EMP. Cette enzyme catalyse la réaction menant a partir du
fructose-1,6-bisphosphate (FBP) a deux molécules a 3 carbones, le dihydroxyacétone-
phosphate (DHAP) et le glycéraldéhyde-3-phosphate (GAP).

5-2- Voies hétérofermentaires

Les bactéries lactiques qui fermentent le glucose en produisant, en plus de I’acide lactique
(moins de 1,8 moles par mole de glucose), de I’acétate, de I’éthanol et du CO2 sont dites
hétérofermentaires (Thompson et Gentry-Weeks., 1994). Les groupes principaux de bactéries
présentant ce type de métabolisme sont les leuconostocs et certains lactobacilles. Ces
microorganismes sont dépourvus d’une FBA, d’une triose-phosphate isomérase (TPI) ainsi
que d’un systeme PTS fonctionnel. Dans ces conditions, le glucose est accumulé par
I’intermédiaire d’un transport actif puis subit une phosphorylation intracellulaire par le biais
d’une glucokinase (GLK) ATP-dépendante. Le glucose-6-phosphate emprunte ensuite la
partie oxydative de la voie des pentoses-phosphate qui conduit a la formation de xylulose-5-
phosphate. Ce dernier est scindé en acétyl-phosphate et glycéraldéhyde-3-phosphate par la D-
xylulose-5-phosphate phosphocétolase, enzyme spécifique a la voie hétérofermentaire. Enfin,
I’acétyl-phosphate est converti en éthanol ou en acétate, et le GAP qui rejoint la glycolyse est
métabolisé en acide lactique. Le métabolisme hétérofermentaire est deux fois moins
énergétique que le métabolisme homofermentaire puisqu’une mole de glucose conduit a la

production d’une mole de lactate, d’éthanol, de CO et d’un seul ATP.

26



Premiere partie Synthese
bibliographique

Glucose
ATp
ADP
Glucose£-P
NADF NADH + M
_/\_
'S N
Fructose-§-P Gluconate-6-P

ATP
,1 co, WALR » H*

Fructose-1.6-P Ribulose-5-F

— /l \ Xyhudose-5P
P
[ \ ...
.3 , - .
Glyceraldehyde-3-P = + Dihydroxyactone-P  Glyceraldehyde-3-P Acetyl-P
2NALF 2 L] WAD" Lok
B+ _".E'_r} WADH + ; 2]
2 (1.3-Diphosphoglycérate) 1,2-Diphosphoglycérate Acétyi-CoA
ALS " MADM » b
ATP :J: ‘-‘1‘ NAD*
2 (3-Phosphoglycerate) 3-Phosphoglycérate Acetadehyde
NADH + b
g
2 (2-Phosphoglycerate) 2-Phosphoglycérate Ethanol
b -
£ F‘h-::sf‘id:—nocmate Phosphoénolpyruvate
il o
oo | [ o
2 Pyruvate Pyruvate
3« INADH : M,’_ﬁ o H
INAL NADP
2 Lactate Lactate
Homofermentation Hétérofermentation
a. b.

Figure 2: Représentation schématique des principales voies de fermentation
des Hexoses chez les bactéries lactiques (Makhloufi, 2012)

6- Utilisation et intérét des bactéries lactiques

De trés nombreux produits alimentaires subissent une fermentation lactique avant leur
consommation. Celle-ci leur assure des caracteristiques bien particuliéres d'arébme et de
texture, mais aussi une bonne sécurité alimentaire par rapport aux bactéries indésirables grace
aux acides organiques produits. Les bactéries qui en sont responsables sont toutes regroupées
sous la méme appellation de bactéries lactiques bien que ce terme concerne des germes tres
différents (Novel, 1993 ; Caplice et Fitzgerald, 1999; Soornro et Kiran, 2002).

Dans un certain nombre de cas, la fermentation lactique est spontanée et la qualite des
produits finaux obtenus est tres variable. Aussi, au fur et a mesure de I'industrialisation de

certaines fabrications, les technologues ont bien connu ces bactéries et les utilisent dans des

conditions définies.
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Au niveau des produits animaux, le lait est transformé en fromages, créemes et beurre, yaourts
et autres laits fermentés. La viande est transformée en des saucisses fermentées ou en produits
saumurés secs. Dans de nombreux pays, les produits végétaux subissent aussi une
fermentation lactique pour la production de boissons (vins, bieres, cidres), des pains, dans la
transformation du soja, du chou en choucroute ou différents végétaux ou fruits (Daly et
Davis, 1998 ; Soornro et Kiran, 2002).

Les bactéries lactiques jouent un réle important que ce soit dans I’industrie alimentaire ou

dans le domaine thérapeutique.

v Dans I’industrie alimentaire : les bactéries lactiques sont impliquées dans la fermentation
et la bio-conservation de différents aliments. Ainsi, les souches de Lactobacillus
bulgaricus, Sterptococcus thermophilus sont utilisées pour la production du yaourt, des
fromages et des laits fermentés (Yateem et al., 2008). Le vin, les poissons, les viandes, les
charcuteries, le pain au levain entre autres sont aussi des produits de fermentation par des
bactéries lactiques (Badis et al., 2005). L’utilisation de ces derniéres a pour but
I’amélioration des caractéristiques organoleptiques des produits fermentes et
I’augmentation de leur durée de conservation sans I’utilisation de conservateurs chimiques
grace aux substances antimicrobiennes qu’elles secretent (Dortu et Thonart, 2009). Les
souches utilisees en industrie alimentaire doivent répondre a certains critéres : absence de
pathogénicité ou activité toxique, capacité d’améliorer les caractéristiques
organoleptiques, capacité de dominance, facilit¢ de culture et de conservation et
maintenance des propriétés désirables durant le stockage (Marth et Steele, 2001).

v' Dans le domaine thérapeutique : étant des pro biotiques, les bactéries lactiques apportent
des bénéfices a I’h6te en conférant une balance de la microflore intestinale et en jouant
également un role important dans la maturation du systeme immunitaire (Yateem et al.,
2008). Différentes études ont démontré le rble préventif aussi bien que curatif de ces
bactéries sur plusieurs types de diarrhées (Mkrtchyan et al., 2010). D’autres ont cité leur
capacité de diminuer les allergies liées aux aliments grace a leur activite protéolytique (El-
Ghaish et al., 2011). Uehara et al., (2006) ont démontré la capacité des souches de
Lactobacillus crispatus , utilisées sous forme de suppositoires, pour empécher la
colonisation du vagin par les bactéries pathogénes et de prévenir ainsi les rechutes chez

les femmes qui souffrent d’inflammations fréquentes et répétées de la vessie.
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7- Métabolites bactériens a activité antagoniste

L’antagonisme est un phénomeéne tres complexe, résultant de nombreuses activités
connues. Il influe sur les caractéres morphologiques des microorganismes et divers
processus physiologiques telle que la capacité de la production de pigments (Bourgeois et
al., 1996).

L’ antagonisme est une relation d’exclusion qui s’établit entre des especes microbiennes
entrant en compétition dans un méme milieu. Lorsque se crée une relation antagoniste
entre deux especes microbiennes vivantes dans le méme milieu, le développement d’une
espece se trouve affectée par la présence de I’autre (Singleton, 1984).

On reconnait depuis longtemps, aux bactéries lactique, la propriété de produire des
substances antibactériennes leur permettant de se développer préférentiellement dans
divers écosystemes. L’activité antagoniste des bactéries lactiques est due aux métabolites
excrétes : I’acide lactique et autre acides organiques, peroxyde d’hydrogene, reutérine,
diacétyl et acétaldéhyde (Leveau et al., 1991 ; Klaenhammer et al ., 1994 ; De Vuyst et
Leroy, 2007).

7-1- Les acides organiques

Le métabolisme principal des bactéries lactiques a pour effet une production importante des
acides organiques. Les acides organiques sont produits soit par les bacteries
homofermentaires, soit par les bactéries hétérofermentaires. Le métabolisme du pyruvate
conduit a la formation uniquement d’acide lactique chez les homofermentaires tandis qu’il
conduit a la formation d’acides lactique, acétique et formique , d’éthanol et de dioxyde de

carbone chez les hétérofermentaires (Liu, 2003).

En genéral, la production d’acides organiques permet une acidification du milieu qui peut
limiter la croissance de certaines bactéries entre autres les bactéries indésirables et
pathogenes. Ainsi, les acides organiques ont différentes actions tels qu’un excellent pouvoir
bactéricide ou un effet bactériostatique contre les micro-organismes pathogénes se trouvant

dans le tube digestif.

Les acides organiques sont un des agents classique de préservations des aliments (Brul et
Coote, 1999) et sont reconnus comme des additifs alimentaires.
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7-2- Le peroxyde d’hydrogéne

L’intervention du peroxyde d’hydrogene dans les phénomeénes d’inhibition par les bactéries
lactiques a été établie (Wheater et al., 1951) .

Les bactéries lactiques sont des catalases négatives et certaines souches peuvent accumuler du
peroxyde d’hydrogéne (H202) essentiellement par le métabolisme aérobie ou en micro-
aérobiose des glucides. Le peroxyde d’hydrogene est, depuis longtemps, reconnu comme un
agent majeur de I’activité antimicrobienne des bactéries lactiques en particulier celle des
lactobacilles. 1l peut s’accumuler et étre inhibiteur de différents micro-organismes par
I’oxydation des lipides membranaires et la destruction des structures des protéines cellulaires
(Zalan et al., 2005).

7-3- Le dioxyde de carbone

Le dioxyde de carbone (CO2) est formé pendant la fermentation hétérolactique et crée un
environnement anaérobie qui inhibe les microorganismes aérobies. L’accumulation de CO>
dans la bicouche lipidique peut causer un dysfonctionnement de la perméabilité (Ammor et
al., 2006).

Ainsi, le CO2 peut effectivement inhiber la croissance de nombreux germes d’altération et
essentiellement les germes psychrotrophes a Gram négatif.

7-4- Le diacétyle

Le diacétyle ou butane-2,3-dione CsHsO. produit par de nombreuses de bactéries lactiques
est un inhibiteur actif contre de nombreux microorganismes, bactéries ou moisissures. Le
diacétyle (C4HeO2) est un des composants aromatiques essentiels du beurre. L’action
inhibitrice est accrue en milieu acide. Les bactéries Gram négatives sont plus sensibles que les

bactéries Gram positives (Mathot et al., 1996).

Les concentrations nécessaires a I’obtention d’une inhibition sont de I’ordre de 100 ppm, et
sont supérieures a celles présentes dans le beurre et susceptibles de provoquer son arbme (2 a
7 ppm) (Caplice et Fitzgerald, 1999).

7-5- Acétaldéhyde
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L'acétaldéhyde empéche la croissance de Staphylococcus aureus, de Salmonella typhimurium
et d*Escherichia coli a une concentration de 10 a 100 ppm dans les produits laitiers (Piard et
Desmazeaud, 1991). La contribution de I'acétaldéhyde a la bio préservation est mineure car le
seuil de saveur est beaucoup moindre aux niveaux qui sont nécessaires a l'inhibition des

microorganismes (Kulshrestha et Marth, 1974).
7-6- Reutérine

La reutérine ou 3-hydroxypropionaldehyde est une substance antimicrobienne qui est produite
comme métabolite intermédiaire pendant la fermentation anaérobique du glycérol par
certaines espéces de Lactobacillus ainsi que par d’autres genres bactériens non lactiques tels
que Bacillus, Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter et Clostridium (El-Ziney et al, 1998). La
fermentation du glycérol se déroule en deux étapes. Le glycérol sera tout d’abord déshydraté
par une «glycérol deshydratase» pour former de la reutérine qui sera ensuite réduite en 1,3-
propanediol par une oxydoréductase. Cette deuxieme étape est inhibée en I’absence de
glucose. La reutérine s’accumule alors dans le microorganisme producteur. A haute
concentration, elle est excrétée dans le milieu. Sa toxicité contre la cellule productrice limite
sa production. Certaines espéces comme Lactobacillus reuteri y sont plus résistantes
(Vollenweider, 2004). La reutérine a un large spectre d’activité. Elle a une action contre les
procaryotes Gram-positif ou Gram-négatif, les eucaryotes, les virus, les champignons et les
protozoaires. Elle interfere avec la réplication de I’ADN. Elle a des applications aussi bien

dans le domaine médical que dans le domaine alimentaire (\Vollenweider, 2004).
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Chapitre I - Matériels et méthodes

1. Objectifs

Vu I’importance de la qualité microbiologique du lait et admettant que I’équilibre d’un lait en
microorganismes est le fait d’éléments impondérables comme le lieu, le climat, la végétation
ayant servi a la nourriture des animaux, la saison, I’ambiance qui s’est installée dans le
batiment et les équipements de la traite notre but s’inscrit, en premier lieu, dans I’étude de la
diversité de la flore microbienne d’intérét technologique issu des laits produits durant la
saison du printemps, en second lieu, effectuer une comparaison entre la flore obtenue durant

le printemps et celle obtenue durant I’hiver.
2- Présentation de la zone d’étude
La wilaya de Relizane se situe au nord —ouest de I’ Algérie. Elle est délimitée :

v Au nord par la wilaya de Mostaganem,

v" A I’ouest par la wilaya de mascara,

v" A l’est par la wilaya de Chlef

v Etausud par la wilaya de Tiaret et Tissemsilt.

Sa superficie est de 4870 km? avec un climat continental, trés chaud en été et doux en hiver.
Elle compte 13 Dairas et 38 communes. Elle est connue par I’importance de I’élevage bovin
notamment dans la région Est de la wilaya qui s’inscrit dans un contexte marqué a la fois par

I’aridité du climat et le manque de ressources hydriques.
3- Origine des données et des isolats étudiés

Afin de réaliser I’étude comparative entre les deux saisons, des données obtenues par I’étude
de la diversité technologique durant I’hiver sont exploitées. Cette étude était deja réalisée au
niveau du Laboratoire de Sciences et Techniques de Production Animales dans le cadre d’un
axe de recherche portant sur la caractérisation biotechnologique et microbiologique du lait cru

a la ferme dans la wilaya de Relizane.

Concernant la saison du printemps, 43 isolats sont obtenus a partir des laits prélevés dans 03
exploitations situées dans la région de Relizane. Aprés leur prélévement, ils sont isolés et

conservés a — 20 C° dans du MRS et glycérol jusqu’a leur analyse.
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4- Préparation des souches

Apres leur conservation a -20°C, les souches sont décongelées et revivifiées dans des tubes de
bouillon MRS et incubées a 30°C pendant 18 a 24 heures.

5- Identification des isolats
5-1- Critéres morphologiques
5-1-1- Description macroscopique

Une observation visuelle a permis de décrire I’aspect des colonies obtenues sur le milieu

solide (taille, pigmentation, contour, aspect et viscosité).
5-1-2- Observation microscopique

L’observation microscopique au grossissement (G 100) a permis de classer les bactéries selon

leur Gram, leur morphologie cellulaire, leur mode d’association.
5-1-3- Test de mobilité

Le test de mobilité consiste a réaliser un frottis bactérien vital en déposant une colonie
repiquée a partir des souches isolées entre lame et lamelle puis d’ajouter une goutte de Bleu
de Méthylene pour enfin passer a I’observation. Ce test a permis de déterminer la mobilité de

I’immobilité de la souche étudiée.
5-2- Critéres physiologiques et biochimiques
5-2-1- Test de la catalase

Le test catalase sert a démontrer si la bactérie possede I’enzyme catalase servant a

décomposer le peroxyde d’hydrogéne.

L activité catalytique consiste a prélever une colonie sur gélose MRS ou M17 et dissociée
dans une goutte d’eau oxygénée (H202) 10 volumes. L’apparition de bulles révele le
dégagement d’oxygene (Ahmed et Irene, 2007).
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5-2-2- Croissance a différentes températures

Ce test est important car il permet de distinguer les bactéries lactiques mésophiles des

thermophiles (Leveau et al., 1991).

Les souches sont ensemencées sur milieu MRS/M17 liquide puis incubées a 10, 15, 37 et
45°C pendant 24 heures a 48 heures.

5-2-3- Type fermentaire

Ce test permet de classer les bactéries en heterofermentaire ou homofermentaire. 1l est
effectué dans un milieu dépourvu de citrate pour éviter la formation de CO. liée a ce
métabolisme particulier (Dicks et Vuuren, 1987). On ensemence abondamment un tube de
10ml de bouillon MRS ou M17 (sans citrate) dans le milieu. Puis, on introduit une cloche de
Durham. Le CO2 dégagé par les bactéries hétérofermentaire s’accumule aprés incubation a
30°C pendant 24 a 48 heures.

5-2-4- Croissance dans des conditions hostiles

Ce test est réalise pour la caractérisation des Lactocoques des Entérocoques (Schleifer et al,
1985 ; Hardie et Whiley, 1995 ; Stiles et Holzapfel, 1997).

5-2-4-1- Culture a pH 9.6 et NaCl 4% et 6.5%

Un milieu hypersalé a différentes concentration de NaCl (4 et 6.5% de NaCl) et un milieu
MRS alcalinisé a pH 9.6 et a pH 4.6 est ensemencé et incubé pendant 2 a 3 jours. La

croissance est appréciée par I’apparition d’un trouble.
5-2-4-2- Croissance sur le lait Bleu de Sherman (1937)

On teste I’aptitude des souches a pousser en présence de Bleu de Méthyléne. Ce test est
appliqué pour différencier les Streptocoques et les Lactocoques. Les souches purifiées sur
bouillon MRS sont ensemencées dans deux séries de tubes contenant 9 ml de lait écrémé
stérile additionné a 1 ml de Bleu de Méthyléne a (1%) stérile pour la premiére série, et a 1 ml

de Bleu de Méthylene (3%) pour la deuxiéme série.

L’incubation se fait & 37C° pendant 24 & 48 heures. Le Bleu de Méthylene tire sa couleur

gréce a I’oxygene. Ce test porte toujours sur le systeme respiratoire des lactocoques, car vu
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que ce sont des micro-aérophiles. lls ne vont utiliser qu’une faible partie de I’oxygéne présent
dans le Bleu de Méethyléne (3%) et de ce fait la couleur du lait ne virera que Iégerement vers

le blanc et ce contrairement aux entérocoques (aérobies) qui utilisent tout I’oxygene.

Les Streptocoques fécaux se développent en présence de 0.1% de Bleu de Méthyléne. Quant
a Streptococcus thermophilus, il est trés sensible au colorant utilisé dans ce test.

5-2-5-3- Thermorésistance

La thermorésistance des souches est testée par leur incubation dans un bain marie pendant 30

minutes a 63°C ; ensuite les tubes seront incubés pendant 24 a 48 heures a 30°C.
5-2-6- Etude du métabolisme azoté (Détermination de I’arginine hydrolase)

Elle est mise en évidence sur un milieu de Moeller (Moeller, 1955 ; Harrigan et Mc Cance,
1976). Pour chaque souche isolée on ensemence un tube de bouillon Moeller arginine et un
tube témoin (Moeller sans arginine) recouvrir le milieu avec 4 a 5 mm d’huile de paraffine
stérile. Aprés 2 a 6 jours d’incubation a 30°C, la culture se manifeste par un virage au jaune
dd a I’acidification du milieu (métabolisme du glucose) (Larpent-Gourgaud et al, 1997 ; Carr
et al, 2002). La degradation de I’arginine aboutissant a la formation d’ammoniaque est révélee

par alcalinisation du milieu qui devient violet.
5-2-7- Hydrolyse de I’esculine

A partir de pré-cultures bactériennes en milieu MRS, les cellules sont ensemencées en touches
sur milieu gélosé a I’esculine (Larpent-Gourgaud et al., 1997). Les boites a pétri sont incubées
a 37°C pendant 48 heures.

L’esculine est hétéroside formé d’un glucide complexe qui peut étre dégradé par I’esculinase.

Les produits de la réaction sont le glucose et I’esculétine. L’esculétine formé peut réagir avec
les ions de fer pour donner des colonies noirs. Le test de I’esculinase est un critere important

pour une orientation vers les entérocoques.
5-2-8- Production de composés aromatiques

La production d’acétoine (acétylméthylcarbinol) est testée par la réaction de VVoges Proskauer
(\VP) apres une culture de 24heures a 30°C sur milieu Clark et Lubs (Facklam et Elliot, 1995).
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Ajouter 5 gouttes de réactif VP1 (solution de soude NaOH a 16% dans I’eau distillée) et le
méme volume du réactif VP2 (alpha-naphtol a 6% dans I’alcool a 95 %). On agite

soigneusement les tubes et on attend pendant 10 minutes.

La présence d’acétoine se traduit par une coloration rose en surface mais pouvant se diffuser

dans le milieu.
6- Etude comparative

Le deuxiéme volet de cette étude consiste a realiser une comparaison entre la diversité des
laits en flore d’intérét technologique produits durant la saison de I’hiver et ceux produits
durant la saison du printemps dans le but de déceler I’influence de la saison sur cette flore.
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Chapitre I1- Résultats et discussions

1 - Identification des isolats

Lors de cette étude, on a identifié les souches qui étaient obtenues durant la saison du

printemps a partir de laits de vache.

Les isolats étaient au nombre de 43. Aprés revivification sur les 43 souches revivifiées, 40

isolats sont activées. Ces isolats sont Gram positif, a catalase négatif et immobiles.

2 - Criteres morphologiques

Toutes les souches se présentent sous la forme de coques. Les cellules sont associées en paires

ou en chainettes, alors que la forme batonnets est absente.

Tableau 7 : présentation de la forme des souches

Echanti Souche | Forme Echanti Souche | Forme Echanti Souche | Forme
-llon Cocci -llon -llon
01 S1 Cocci S15 Cocci S29 Cocci
S2 Cocci S16 - 07 S30 Cocci
S3 Cocci S17 Cocci S31 Cocci
S4 Cocci 05 S18 Cocci S32 Cocci
S5 Cocci S19 Cocci S33 Cocci
02 S6 Cocci S20 Cocci S34 Cocci
S7 Cocci S21 Cocci 08 S35 Cocci
S8 Cocci S22 Cocci S36 Cocci
03 S9 Cocci 06 S23 Cocci S37 Cocci
S10 Cocci S24 Cocci S38 Cocci
S11 Cocci S25 Cocci S39 Cocci
S12 Cocci S26 Cocci 09 S40 Cocci
S13 - S27 - S41 Cocci
04 S14 Cocci S28 Cocci S42 Cocci
S43 Cocci

3 - Critéres physiologiques et biochimiques

Un total de 40 isolats lactiques a été rattaché a cing (5) groupes bactériens. Ces isolats sont

identifiés au stade du Genre en se basant sur leurs caractéristiques morphologiques,

physiologiques et biochimiques. Les résultats des critéres physiologiques et biochimiques

sont groupés dans les(tableaux 8, 9, 10,11,12,13).
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L’identification du genre est d’abord orienté par la morphologie, puis par le type fermentaire

(production de gaz Coz) et les conditions physiologiques de croissance (Pilet et al., 2005).
3-1- Croissance a 10, 37, 45C° et la thermorésistance

Cette étude de la croissance a 10, 37, 45°C et la thermorésistance a 63°C pendant 30 minutes
permet de faire la différence entre la flore thermophile et la flore mésophile. D’apres les
résultats obtenus, il a été constaté la présence de 14 souches mésophiles (soit 35%) et 26
souches thermophiles (soit 65%). Enfin, seulement 12 souches ont résisté au test de la

thermorésistance a 63°C (tableau 8).

Tableau 8 : résultats de croissance a différentes températures (°C)

Echantillons | Souches Températures (°C) Thermorésistance
10 37 45

01 S1 + + - -
S2 + + - -
S3 + - -
sS4 + + + +
S5 + + + +

02 S6 + + + +
S7 - + + +
S8 + + + +

03 S9 + + + *
S10 + + +
S11 * + + -
S12 + + + +
S13

04 S14 + + + +
S15 + + - -
S16
S17 + + - -

05 S18 * - + ND
S19 + + + -
S20 + + - -
S21 + * + +

(+) résultats positif, (-) résultats négatif, ND : non déterminé, V ; variable
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Tableau 8 : résultats de croissance a différentes températures (°C) (suite)

Echantillons

Souches

Températures (°C)

=
o

37

45

Thermorésistance

S22

+

06

S23

+

S24

S25

+

S26

+ ||+ +

+] 4|+

+|+ |+

S27

S28

S29

07

S30

S31

S32

S33

S34

08

S35

|+ |+ +] + |

S36

+ |+ +]|+

++ ||+ ]+

S37

S38

+

S39

09

S40

S41

S42

|| ||| | ]+ |||+ F

+ |+ +]|+

+
+

S43

+

+

(+) résultats positif, (-) résultats négatif, ND : non déterminé, V ; variable

3-2- Type fermentaire

Ce test a permis de différencier entre les souches homofermentaires et les souches

hétérofermentaires en utilisant un milieu glucosé stérile qui contient une cloche de Durham.

La production de gaz (CO2) a été observee uniquement chez 04 souches S29, S31, S39 et
S40 (tableau 9).

38




Deuxieme partie

Tableau 9 : présentation des types fermentaire des souches

Experimentation

Echantillons Souches Type Echantillons Souches Type
fermentaire fermentaire
01 S1 Homo S22 Homo
S2 Homo 06 S23 Homo
S3 Homo S24 Homo
S4 Homo S25 Homo
S5 Homo S26 Homo
02 S6 Homo S27
S7 Homo S28 Homo
S8 Homo S29 Hétéro
03 S9 Homo 07 S30 Homo
S10 Homo S31 Hétéro
S11 Homo S32 Homo
S12 Homo S33 Homo
S13 S34 Homo
04 S14 Homo 08 S35 Homo
s15 Homo S36 Homo
S16 S37 Homo
S17 Homo S38 Homo
05 S18 Homo S39 Hétéro
S19 Homo 09 S40 Hetéro
S20 Hétéro S41 Homo
S21 Homo S42 Homo
S43 Homo

(+) résultats positif, (-) résultats négatif, ND : non déterminé, V ; variable
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3-3- Test de NaCl 4% et 6.5% et de pH 9.6

Ce test est réalisé dans le but de différencier les lactocoques des entérocoques. Apres culture

on a remarqué que 11 souches ont pu croitre en présence de 6.5% de NaCl et a pH de 9.6. Les

résultats de ces tests de NaCl et de pH sont regroupés dans le tableau 10.

Tableau 10 : présentation des résultats destests de NaCl et de pH

Echantillons Souches NaCl 4% NaCl 6.5% pH 4.6 pH 9.6

01 S01 + \Y/ - ND
S02 - - - -
S03 - - - ND
S04 - + - +
S05 - - - \Y/

02 S06 - + - +
S07 - - ND \
S08 - + - +

03 S09 - + - +
S10 - - ND ND
S11 - - ND ND
S12 - - - -
S13

04 S14 - + ND +
S15 - + - -
S16
S17 - - ND \Y

05 S18 - + ND +
S19 - + - +
S20 - ND - -
S21 - - - ND

(+) résultats positif, (-) résultats négatif, ND : non déterminé, V ; variable
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Tableau 10 : présentation des résultats destests de NaCl et de pH (suite)

Experimentation

Echantillons Souches NaCl 4% NaCl 6.5% pH 4.6 pH 9.6
S22 ND - - +
06 S23 - \Y/ - ND
S24 - - - \
S25 + + - ND
S26 ND - - +
S27
S28 + - - ND
S29 - + ND ND
07 S30 + + - ND
S31 - - - ND
S32 ND - ND +
S33 ND + ND \Y/
S34 - - ND \Y
08 S35 - + - ND
S36 + \Y/ + \
S37 + + + -
S38 - - - -
S39 - + ND ND
09 S40 - + ND ND
S41 + + - +
S42 - - ND \Y
S43 ND + ND +

(+) résultats positif, (-) résultats négatif, ND : non déterminé, V ; variable

3-4- Test de lait de Sherman

On a ensemence les souches isolées dans deux séries de tubes ; la premiére avec 1% de Bleu
de Méthylene et I'autre avec 3% de Bleu de Méthyléne. Ce test est basé sur le mode
respiratoire des souches. Les souches aérobies vont tirés I’oxygéne du Bleu de Méthylene
présent dans le lait en perdant sa couleur. Les souches qui sont microaérobies, le cas des
lactocoques, vont utiliser une faible quantité de I’oxygéne donc la couleur est peu virée
(figure 4 et 5).

Treize (13) souches ont réduit le Bleu de Méthylene 3% ; ceci signifie qu’il s’agit

d’entérocoques.

41



Deuxieme partie Expérimentation

Figure 4 : résultats du test de lait de Sherman 1%

Figure 5 : résultats test lait de Sherman 3%

3-5- Recherche de I’arginine hydrolase

La production de I’acide lactique acidifie le milieu de culture (M16BCP) qui contient un
indicateur de pH et la couleur de ce dernier va virer vers le jaune. Les souches possédant
I’arginine déshydrogénase (ADH) vont réalcalinisé le milieu et sa couleur redeviendra mauve.
Ceux qui ne possédent pas d’ADH, leur milieu reste jaune (figure 6).

Apres culture et incubation, on a remarqué que 22 souches (soit ? %) n’ont pas une arginine
déshydrogénase (tableau 11).
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1 ) w\ pu q:n

Figure 6 : résultats de I’ Arginine-Di-Hydrolase (ADH)
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Tableau 11: présentation des résultats de test I’ADH

Echantillons | Souches ADH Echantillons Souches ADH

01 S01 + 06 S23
S02 - S24
S03 - S25
S04 + S26
S05 - S27

02 S06 + S28
S07 - S29
S08 + 07 S30

03 S09 - S31
S10 - S32
S11 - S33
S12 \% S34
S13 08 S35

04 S14 + S36
S15 - S37
S16 S38
S17 - S39

05 S18 + 09 S40
S19 - S41
S20 - S42
S21 - S43
S22 -

(+) résultats positif, (-) résultats négatif, ND : non déterminé, V ; variable

3-6- Production de composes aromatiques

Ce test est réalisé afin de différencier les souches qui ont la capacité de produire les composés

aromatiques (acétoine) (figure 7). D’aprés les résultats enregistrés, on a constaté que 12

souches ont cette capacité de produire les composés aromatiques (tableau 12).
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Figure 7 : résultats du test de production de composés aromatiques (acétoine)

Tableau 12 : présentation du test de production de composé aromatique

Echantillons | Souches Acétoine Echantillons Souches Acétoine

01 S01 + 06 S23 -
S02 - S24 V
S03 + S25 -
S04 \Y/ S26 +
S05 \Y/ S27

02 S06 + S28 +
S07 V S29 -
S08 + 07 S30 -

03 S09 + S31 -
S10 - S32 -
S11 - S33 -
S12 \Y/ S34 -
S13 08 S35 -

04 S14 \Y/ S36 +
S15 - S37 -
S16 S38 -
S17 \Y/ S39 -

05 S18 + 09 S40 -
S19 - S41 -
S20 - S42 -
S21 - S43 -
S22 -
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3 -7- Esculine

Ce test a pour objectif de déceler si la souche posséde I’enzyme I’esculinase responsable de la
dégradation de I’esculine en I’esculétine. D’apres les résultats obtenus, on a remarqué que la
plus part des souches possédent cette enzyme (figure 8 et tableau 13).

Figure 8 : résultats du test de I’esculine

46



Deuxieme partie Experimentation

Tableau 13: présentation du test de I’ésculine

Echantillons | Souches Esculine Echantillons Souches Esculine

01 S01 + 06 S23 -
S02 + S24 +
S03 - S25 +
S04 + S26 +
S05 + S27

02 S06 + S28 +
S07 + S29 +
S08 + 07 S30 +

03 S09 + S31 +
S10 + S32 +
S11 + S33 +
S12 - S34 +
S13 08 S35 +

04 S14 + S36 +
S15 + S37 -
S16 S38 -
S17 + S39 +

05 S18 + 09 S40 +
S19 + S41 +
S20 + S42 +
S21 - S43 +
S22 +

(+) résultats positif, (-) résultats négatif, ND : non déterminé, V ; variable

Discussions

L’étude des caractéres culturaux, biochimiques et physiologiques des 40 souches isolées et
sélectionnées a partir de laits crus de vache produits dans la région de Relizane et pendant la
saison du printemps a permis de mettre en évidence 05 groupes bactériens. Le nombre de

souches par échantillon varie de 3 & 7 et de 13 & 16 par exploitation.
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La forme coque est la forme dominante dans I’ensemble des échantillons de laits des 03
exploitations d’élevage. Le méme résultat a eté apporté par Zadi- Karem (1998) et Bekhouche
(2005).

L’effectif total des souches sont représenté par les genres Enterococcus, Streptococcus,
Lactococcus, Pediococcus et Leuconostoc.

Les résultats obtenus sur les 40 souches sélectionnées ont montré que la plus part des isolats
sont Gram positif, avec catalase negatif et immobile. Ces résultats confirment ceux de Gunter
etal., (1998).

Parmi les souches sélectionnées pour les tests d’identification, 14 appartiennent au groupe
Enterococcus et présentent un développement positif a 10°C (sauf la souche S43) et a 45C°, a
pH 9.6 (sauf S25 et S35), en présence de 6.5% de NaCl (sauf S26) et une thermorésistence a
63C° (sauf S18, S19 et S41).

Parmi le genre Lactococcus, 08 souches ont été déterminées. Ces derniéres ne se développent
pas & 6.5% NaCl (sauf S15). Elles produisent de I’acétoline (sauf S02, S10, S11, S22 et S23). ,
Elles ne présentent pas de résistance a 63C°, ni de croissance (a pH 9.6) et de développement
a la température de 45°C. . En revanche, elles présentent une croissance aux températures de
10C° et 37C°.

Parmi le genre Streptococcus, on s’est basé sur la thermorésistace positive, la croissance a
45C° et sur les résultats du test de lait de Sherman. Les souches sont toutes thermorésistantes
positives, avec une croissance positive a 45C° (sauf pour la S17) et un test de lait de Sherman

négatif.

Le genre Leuconostoc est présenté par 06 souches qui se développent toutes a 37C°, sauf pour
les S3 S29 et S31 qui ne possédent pas I’arginine déshydrogénase (ADH), se développent a

10C° et ne se développent pas a 45C° et sont toutes hétérofermentaires.

Pour le genre Pédiococcus, 02 souches seulement sont sélectionnées a savoir la S36 et la S37.
Ces deux souches se développent a 10C° et a 37C° ne résistent pas 63C°, sont

homofermentaire et enfin se développent a un pH 4.6 et a 4% de NaCl.

D’apres nos résultats, le genre Enterococcus est dominant, avec une fréquence de présence de

35%. Ces résultats sont en accord avec ceux enregistrés par Boubekri et al. (1996) qui ont
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constaté une forte prédominance du genre Enterococcus, alors que nos résultats sont
supérieurs a ceux rapporté par Bekhouche et al. (2005) ou ce genre a été représenté par 02
souches. La prédominance des Enterococcus, bactéries d’origine fécales, dans notre étude est
probablement di aux conditions hygiéniques de traite et de stockage des laits a la ferme et qui
sont de qualité médiocre durant cette saison.

Vraisemblablement, certaines a identifier et appartenant au genre Enterococcus pourront étre
utilisées pour améliorer la qualité gustative du Cheddar et d’autres fromages. Ces bactéries
forment sur le milieu M17 solide des clonies bombées, circulaires, avec une surface lisse et
une couleur blanche d’environ 0.5 a 1 mm de diamétre. lls se forment en coques associés en
deux ou en courte chaine (Franz et Holzapfel, 2004). Les entérocoques poussent dans les
conditions hostiles en présence de 6.5% NaCl, a pH 9.6, avec une croissance a 45°C. Elles

survivent généralement a 63C° pendant 30 minutes (Larpent G.M., et al., 1997).

Les Leuconostoc développées sur le milieu MSE (Mayeux et al., 1962) forment des colonies
brillantes, transparentes, gluantes et devenant muqueuses apres production de dextrane.
L’observation apreés coloration de Gram indique qu’il s’agit de coques ovoides en paires ou en
chainette (Novel G., 1993).

Les Leuconostoc fermentent le glucose avec la production du gaz CO2, donc
hétérofermentaires. Elles ne produisent pas I’acétoine, n’hydrolysant pas I’arginine et se
développant a 37°C. Elles sont mésophiles et présentent une croissance a 6.5 % NaCl et la

plus part hydrolysent I’esculine (Larpent, 1998 ; Badis et al., 2004).

Les Lactococcus sont présentées par 08 souches (20%). Le méme constat a été mentionné par
Ayed et al. (2006) qui avaient isolé un nombre réduit de Lactococcus (8%) a partir de

fromage artisanal égyptien.

L’aspect microscopique a montreé que les Lactococcus se developpent sur le milieu M17 de
petites colonies régulieres, de couleur blanchatre, lisses et Iégerement bombées. L’observation
microscopique a révele la forme cocci sphérique, associées en paires ou groupées en
chainettes plus ou moins longues (Tenber et Geis, 2006). Les lactocoques sont des bacteries

homofermentaires, ne poussant ni a 45C° et ni dans une concentration en NaCl a 6.5%.

Au cours de cette étude, on a isolé des souches atypiques, par rapport aux souches de
références. Le méme résultat a été obtenu par Franciosi et al., (2009) en présence de 6.5%
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NaCl. Des résultats similaire ont été rapportés par Kacem et al., (2002). Parmi ces souches,
les S10 et S11 poussent a 45C°. Selon Drouault et al. (2002), la caractérisation phénotypique
des bacteéries lactiques est peu claire et beaucoup de souches sont mal clarifiées au niveau des
genres de bactéries lactiques déterminés. La caractérisation peut étre erronée par la variation
du phénotype : par la présence ou I’absence d’un plasmide codant pour des fonctions
métaboliques, la variation de la taille de I’inoculum et la durée d’incubation, I’expression
différente des caracteres phénotypiques selon la température et la composition du milieu de

culture.

Les Pediococcus ne sont présentés que par 2 souches a savoir la S36 et la S37, soit 5%. Elles
sont microaérophiles avec des besoins nutritionnels complexes. Elles sont homofermentaires,
poussant a 4% NaCl, avec une croissance a 10°C et ne résistant pas a 63 C° pendant 30
minutes. Les S36 et S37 possédent I’ADH. D’autres especes sont depourvues de cette enzyme
et poussent a un pH de 4.6. La souche S36 a produit de I’acétoine alors que la S37 n’a pas

cette propriété, donc il s’agit de 02 espéces différentes.

Les Streptococcus sont présentées par 10 souches (25%). Elles sont Gram positif et se
présentent généralement sous forme de coques en chainettes. Elles ne présentent pas une
croissance sur le lait de Sherman et avec une croissance a 37 C°. Elles sont homofermentaires
et toutes poussent a 45°C (sauf la S17), résistent a 63C° et avec un test d’esculine positif.

Etude comparative

Les isolats préleves durant la saison hivernale sont constitués de 65% de bactéries lactiques
contre 33% pour le printemps. Par ailleurs et quelque soit la saison, de grandes variations sont
constatées d’une exploitation a une autre. En effet, le nombre le plus elevé est de 35 isolats
pour I’exploitation 01 durant I’hiver contre 16 isolats pour I’exploitation 03 durant le
printemps. Le nombre le plus bas est de 23 isolats pour I’exploitation 03 durant I’hiver contre
seulement 13 isolats pour exploitation 01 durant le printemps. Ces résultats, variable d’une
saison a une autre et d’une exploitation a une autre, sont probablement dds au niveau de
contamination élevé des laits. Il est a noté que les laits les plus contaminés sont produits
durant le printemps ce qui rend difficile I’isolement des bactéries lactiques durant cette saison.
Ainsi le nombre de contaminant enregistré est plus élevé durant le printemps (66% des isolats
n’ayant pas répondus aux tests préliminaires de sélection des bactéries lactiques) que durant

I’hiver ou seulement 34% n’ont pas répondus aux tests préliminaires (tableau 14).
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Tableau 14 : nombre des isolats isolés par exploitation durant les deux saisons

Exploitation Saison
Hiver Printemps
01 35 isolats 14 isolats
02 34 isolats 13 isolats
03 23 isolats 16 isolats
Total 92 isolats 43 isolats

Pour la forme des cellules, on a remarqué que durant le printemps les cellules se sont
présentées sous forme de coques, en paires ou en chainettes. Alors qu’en hiver, 88% de ces
cellules ont présenté cette forme. En revanche, la forme bacille est totalement absente durant
le printemps ; elle est de 12% de I’ensemble des cellules durant I’hiver (tableau 15). Ceci est
probablement di aux pratiques existantes au niveau des exploitations durant I’hiver. Nos
résultats sont en accord avec ceux de Bouton et al. (2000) qui avaient confirmé que les

bacilles sont 4 fois présents en hiver qu’en d’autres saisons.

De méme, on a constaté que le genre Lactobacillus est présent uniquement en hiver avec
absence totale durant le printemps. Les mémes résultats ont été rapportés par plusieurs
auteurs. 1l ressort que la flore varie qualitativement et quantitativement d’une saison a une
autre ; la flore psychrotrophe, lactocoques et les lactobacilles sont deux fois plus élevés en
hiver qu’en été. Ces variations peuvent étre expliquées par les pratiques d’élevages,
notamment I’utilisation du foin (distribution, refus...), et I’hygiene (propreté des sols, nature

des revétements) (Normand et al., 2007).
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Tableau 15 : forme des bactéries isolées par saison

Exploitation Saison
Hiver Printemps
01 13% bacilles / 87% coques 100% coques
02 17% bacilles / 83% coques 100% coques
03 13% bacilles / 87% coques 100% coques
Total 10% bacilles / 90% coques 100% coques

Le genre dominant durant I’hiver et au niveau de toutes les exploitations est Lactococcus.
Ceci est en relation avec les pratiques de production ainsi qu’avec le climat notamment la
température ambiante. Des resultats similaires ont été obtenus par Demasures et Gueguen
(1997) qui avaient révélé que les lactocoques étaient présents en hiver qu’en d’autres saisons.
Par contre, durant le printemps les entérocoques dominent les autres espéces avec un taux de
présence de 35% contre 17% durant I’hiver. Ceci est di aux conditions d’hygiene mediocres
qui ont été enregistrées durant le printemps. L’origine fécale des entérocoques peut aussi

expliquer cette dominance.

On a constaté aussi que les autres genres sont présents durant les deux saisons mais leurs
présence est plus dense en hiver qu’en printemps ; les pédiocoques et les streptocoques sont
présentées par 14 et 13souches respectivement durant I’hiver alors qu’en printemps elles sont
présentées qu’avec seulement 02 et 10 souches respectivement. Ces observations signifient
probablement que les laits de I’hiver sont plus riches en flore d’intérét technologique que les

laits de printemps. Le tableau 16 récapitule les souches identifiées.
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Tableau 16 : le bilan des souches identifiées durant les deux saisons.

Exploitation

Saison

Hiver

Printemps

01

Enterococcus  (06)
Pediococcus  (07)
Leuconostoc  (04)
Lactococcus  (08)
Streptococcus  (06)
Lactobacillus  (04)

Enterococcus  (04)
Pediococcus (00)
Leuconostoc (02)
Lactococcus (03)
Streptococcus  (04)
Lactobacillus  (00)

02

Enterococcus  (05)
Pediococcus  (03)
Leuconostoc  (03)
Lactococcus  (12)
Streptococcus  (06)
Lactobacillus  (05)

Enterococcus  (05)
Pediococcus (02)
Leuconostoc (02)
Lactococcus (01)
Streptococcus  (03)
Lactobacillus  (00)

03

Enterococcus  (05)
Pediococcus  (03)
Leuconostoc  (01)
Lactococcus  (11)
Streptococcus  (01)
Lactobacillus  (02)

Enterococcus  (05)
Pediococcus (00)
Leuconostoc (02)
Lactococcus (04)
Streptococcus  (03)
Lactobacillus ~ (00)

Total

Enterococcus  (16)
Pediococcus  (14)
Leuconostoc  (08)
Lactococcus  (30)
Streptococcus  (13)
Lactobacillus  (11)

Enterococcus  (14)

Pediococcus (02)
Leuconostoc (06)
Lactococcus (08)

Streptococcus  (10)
Lactobacillus  (00)

Conclusion

Les laits algériens pourraient constituer une source intéressante d’isolement de bactéries

lactiques pourvus de propriétés industrielles importantes.

L’identification phénotypique des bactéries a permis d’identifier un nombre de souches

appartenant a cing groupes bactériens, avec une dominance des lactocoques durant I’hiver et

les entérocoques durant le printemps.

Les résultats obtenus ont montré que la diversité des laits en flore d’intérét technologique se

differe d’une saison a une autre et d’une exploitation a une autre. Ainsi, la diversité des laits
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produits traduit la diversité des objectifs de production et la diversité des pratiques des
éleveurs, ainsi que I’hétérogénéité existant au niveau de la maitrise des producteurs. A cet
effet, il est fort intéressant de définir a travers d’autres études qui doivent apporter des
connaissances complémentaires, les leviers d’actions dans les élevages qui permettront
d’enrichir les laits en flore d’intérét technologique tout en garantissant leur qualité hygiénique

et sanitaire.

Des alternatives peuvent étre proposées pour ce travail a savoir :

- L’identification des espéeces et des sous espéeces,
- L’identification des souches isolées par des voies moléculaire,
- Etla généralisation de I’étude sur toute I’année afin d’avoir une vision plus claire sur

la cinétique de la flore lactique.
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4 ?- Croissance a 10, 37, 45C° et la thermorésistance

Echantillon souches 10° 37° 45° Réfist

01 S01 + + - ?3
S02 + + - -
S03 + - - -
S04 + + + +
S05 + + + +

02 S06 + + + +
S07 - + + +
S08 + + + +

03 S09 + + + +
S10 + + + -
S11 + + + -
S12 + + + +
S13

04 S14 + + + +
S15 + + - -
S16
S17 - v v +




4 ?- Croissance a 10, 37, 45C° et la thermorésistance (suite)

Echantillon souches 10° 37° 45° Réfist
05 S18 + - + (IS\:I%D
S19 + * + -
S20 + + - -
S21 + + + +
S22 + + - -
06 S23 + + - -
S24 + - + *
S25 + + + +
S26 + - + ¥
S27
S28 + + - -
S29 + - - -
07 S30 + - + +
S31 + - - +
S32 + + + +
S33 + + + +
S34 + + + +




4 ?- Croissance a 10, 37, 45C° et la thermorésistance (suite)

Echantillon souches 10° 37° 45° Réfist

08 S35 + + + 13
S36 + + + -
S37 + - - -
S38 + + + +
S39 + + - -

09 S40 + + - -
S41 + + + -
S42 + + + +
S43 - + + *




6 ? - Test de NaCl 4% et 6.5% et de pH 9.6

Echantillon souches NaCl NaCl Ph Ph
4% 6.5% 4.6 9.6

01 S01 + \ ND
S02 - - -
S03 - ND
S04 + +
S05 - \Y

02 S06 + +
S07 - ND \Y
S08 + +

03 S09 + +
S10 - - ND ND
S11 - - ND ND
S12 - -
S13

04 S14 + ND +
S15 + -
S16
S17 - ND \Y




6 ? - Test de NaCl 4% et 6.5% et de pH 9.6 (suite)

Echantillon souches NaCl NaCl pH pH
4% 6.5% 4.6 9.6
05 S18 + ND +
S19 + +
S20 ND - -
S21 - - ND -
S22 ND - +
06 S23 \Y ND
S24 - \Y
S25 + + ND
S26 ND - +
S27
S28 + - ND
S29 - + ND ND
07 S30 + + ND
S31 - - ND
S32 ND + ND +
S33 ND + ND \Y
S34 - ND \Y




6 ? - Test de NaCl 4% et 6.5% et de pH 9.6 (suite)

Echantillon souches NaCl NaCl Ph Ph
4% 6.5% 4.6 9.6
08 S35 + ND
S36 + \ + \Y
S37 + + + -
S38 - - -
S39 - + ND ND
09 S40 - + ND ND
S41 + + +
S42 - ND \%
S43 ND + ND +




7 ? - Test de lait de Sherman

Echantillon

souches

L.Shr
1%

L.Shr
3%

01

S01

S02

ND

ND

S03

S04

S05

02

S06

S07

S08

03

S09

S10

ND

ND

S11

ND

ND

S12

S13

04

S14

S15

S16

S17




7 ? - Test de lait de Sherman (suite)

Echantillon souches L.Shr L.Shr
1% 3%
05 S18 + +
S19 + +
S20 - -
S21 - -
S22 + -
06 S23 -
S24 - -
S25 + +
S26 + +
S27
S28 - -
S29 + +
07 S30 ND ND
S31 ND -
S32 + +
S33 - -
S34 - -




7 ? - Test de lait de Sherman (suite)

Echantillon souches L.Shr L.Shr
1% 3%

08 S35 + +
S36 + -
S37 + -
S38 - -
S39 + -

09 S40 + -
S41 + +
S42 - -
S43 + +




8 ? - Recherche de I’arginine hydrolase (ADH)

Echantillon souches ADH

01 S01 +

S02 -

S03 -

S04 +

S05 -

02 S06 +

S07 -

S08 +

03 S09 -

S10 -

S11 -

S12 \Y

S13

04 S14 +

S15 -

S16

S17 -




8 ? - Recherche de I’arginine hydrolase (ADH) (suite)

Echantillon souches ADH

05 S18 +

S19 -

S20 -

S21 -

S22 -

06 S23 +

S24 -

S25 +

S26 +

S27

S28 +

S29 -

07 S30 -

S31 -

S32 +

S33 -

S34 +




8 ? - Recherche de I’arginine hydrolase (ADH) (suite)

Echantillon souches ADH

08 S35 +
S36 +
S37 +
S38 \Y
S39 -

09 S40 -
S41 -
S42 +
S43 +




10 ? - Esculine

Echantillon

souches

Esculine

01

S01

S02

S03

S04

S05

02

S06

S07

S08

03

S09

S10

S11

S12

S13

04

S14

S15

S16

S17




10 ? — Esculine (suite)

Echantillon

souches

Esculine

05

S18

S19

S20

S21

S22

06

S23

S24

S25

S26

S27

S28

S29

07

S30

S31

S32

S33

S34




10 ? — Esculine (suite)

Echantillon souches Esculine
08 S35 +

S36 +

S37 -

S38 -

S39 +
09 S40 +

S41 +

S42 +

S43 +
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