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Résumé

En Algérie, comme dans les différents autres pays du monde on retrouve des produits laitiers

indigénes dont le mode de fabrication découle de 1’héritage culturel de la population.

Ces produits sont issus de la transformation de lait dans le but de prolonger sa durée de
conservation. Parmi les préparations laitiéres traditionnelles algériennes : L’ben, Rayeb, J’ben,

D’han et Yaourt.

Les bactéries lactiques font naturellement partie de notre environnement et notre alimentation. On
reconnait depuis longtemps, aux bactéries lactiques la propriété de produire des substances
antimicrobiennes. En effet, les bactéries lactiques ont la particularité de synthétiser des substances

inhibitrices.

L’objectif de notre recherche consiste a identifier des bactéries lactiques isolées a partir des

produits laitiers du détroit, et en étudiant les différentes propriétés technologiques.

L’étude des caractéristiques macroscopique, microscopique, biochimique et physiologique (type
fermentaire, fermentation des sucres, croissance a différentes températures et différents NaCl) a

permis d’orienter 1’identification vers les bactéries lactiques.

Les chercheurs ont isolé et purifié les souches de produits laitiers fermentés puis étudié chez ces
isolats quelques aptitudes technologiques afin d’évaluer leurs capacités pour un éventuel usage
industriel. Alors, ils se sont basés particuliérement a 1’évaluation de ’activité protéolytique mise en

évidence sur milieu GN au lait écrémé, pouvoir aromatisant et pouvoir acidifiant.

Les résultats de 1’évaluation des aptitudes technologiques ont montré ces activités d’intéréts et
sont exprimées d’une maniere tres hétérogene. L’ensemble des souches présentent un pouvoir
acidifiant, protéolytique et antimicrobien. Ces derniers constituent un facteur essentiel dans les

transformations laitiéres.

Les mots clés :

Produits laitiers fermentés, bactéries lactiques, caractéres technologiques, substances

antimicrobiennes, protéolyse, pouvoir acidifiant.



Abstrat

In Algeria, as in the various other countries of the world, there are indigenous dairy products
whose method of production derives from the cultural heritage of the population.

These products come from the transformation of milk in order to extend its shelf life. Among the

traditional ~Algerian dairy preparations: L’ben, Rayeb, J’ben, D’han and Yogurt.

Lactic acid bacteria are a natural part of our environment and our diet. Lactic acid bacteria have
long been recognized for the property of producing antimicrobial substances. Indeed, lactic acid

bacteria have the distinction of synthesizing inhibitory substances.

The objective of our research is to identify lactic acid bacteria isolated from the dairy products of

the strait, and by studying the different technological properties.

The study of macroscopic, microscopic, biochemical and physiological characteristics
(fermentation type, sugar fermentation, growth at different temperatures and different NaCl) made it

possible to orient the identification towards lactic acid bacteria.

The researchers isolated and purified the strains of fermented milk products and then studied
some technological skills in these isolates in order to assess their capacities for possible industrial
use. So, they are based particularly on the evaluation of the proteolytic activity highlighted on GN

medium with skimmed milk, flavoring and acidifying power.

The results of the assessment of technological skills showed that these activities of interest are
expressed in a very heterogeneous way. All the strains have an acidifying, proteolytic and

antimicrobial power. The latter are an essential factor in dairy processing.

Keywords:
Fermented milk products, lactic acid bacteria, technological characteristics, antimicrobial

substances, proteolysis, acidifying power.
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Introduction

Introduction :

Notre pays a une tradition bien établie sur les produits laitiers, transmise d'une génération a une

autre a travers des siécles (Bencharif, 2001).

En Algérie, la consommation du lait et des produits laitiers est traditionnellement liée a la pratique
de I’¢élevage. Les produits laitiers étant fabriqués par des processus artisanaux anciens, a partir d’un
lait ou de mélanges de laits de différentes especes. Il existe une grande variété de produits laitiers de
terroir, leur dénomination ainsi que leur processus de fabrication différent d’une région a une autre.
Plusieurs travaux ont caractéris¢ des produits laitiers tels que L’ben, Rayeb, J’ben, D han et Yaourt

(Hallel, 2001).

Ces produits font partie de 1’héritage Algérien et ont une grande importance culturelle, médicinale

et économique, ils ont été développés sur une grande période (Benkerroum et al., 2004).

Le lait est un produit difficile & conserver et facilement périssable pour cela il a été toujours

transformé. Cette transformation se fait par 1’intermédiaire des bactéries lactiques (Claps et

Morone, 2011).

Les bactéries lactiques sont des microorganismes utiles pour I’homme, lui permettant de fabriquer
et de conserver un nombre trés important d’aliments. Ces bactéries sont déja reconnues par la
production des acides organiques qui abaissent le pH des aliments, ce qui permet d’inhiber la
prolifération des microorganismes pathogénes (Ross et Jonsson, 2002) tels que Bacillus,
Clostridium, Enterococcus, Escherischia coli, Listeria, Pseudomonas, Salmonella, Staphylococcus
et Yersinia (Dunne et al., 2001). La production de CO2 par les bactéries lactiques réduit le potentiel

d’oxydoréduction et inhibe les germes aérobies (Desmazeaud, 1992).

Les bactéries lactiques sont largement utilisées dans la fermentation de différents aliments. Les
métabolites tels que le peroxyde d’hydrogene, I’alcool et le diacétyle synthétisés par les bactéries
lactiques peuvent aussi contribuer a la préservation des produits alimentaires (Claps et Morone,
2011).

Grace a ces capacités, 1’utilisation de ces bactéries permet de satisfaire les besoins de point de vue
sanitaire en industrie alimentaire, et ainsi d’assurer une bonne conservation des aliments (Paul Ross
et al., 2002).

Les bacteries lactiques sont généralement sélectionnées pour leurs propriétés technologiques
(Drouault et Corthier, 2001), mais depuis les théories de Metchnikoff (1907) sur leurs effets

bénéfiques sur la santé, I’attention s’est portée sur ces microorganismes et d’autres propriétés sont
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prises en compte, telles que la survie et la persistance dans 1’environnement dans lequel ils doivent

agir (Bouhnik, 1998).

Une large gamme d’activités métaboliques et propriétés technologiques sont recherchées chez ces
bactéries pour un usage industriel, telle que 1’acidification, la protéolyse, la lipolyse ...etc. Grace a
leur richesse en enzymes protéolytiques elles participent avec d’autres enzymes a I’hydrolyse des

caséines en petits peptides et acides aminés (Hassaine O et al., 2013).

L’objectif de ce travail consiste a isoler des bactéries lactiques a partir des produits laitiers
traditionnels (L’ben, Rayeb, J’ben, D’han et Yaourt) et 1’étude de leurs pouvoir technologiques

concernant le pouvoir acidifiant, I’activité protéolytique et lipolytique.
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I- Définition :

C’est ’augmentation de la production du lait durant certaines saisons, et la difficulté de la
préservation sous forme fraiche qui a conduit au développement des technologies de
production traditionnelle (Dharam et Narender, 2007).

Une large gamme de produits laitiers fermentés est commercialisée a travers le monde. Il
existe un grand nombre de laits fermentés provenant de plusieurs pays et qui different par leur
matiere premiere, leur flore microbienne, leur technologie, leur texture, leur godt et leur durée

de conservation. (Luquet et Corrieu, 2005).

Les bactéries lactiques (LAB) microflore dans les produits laitiers fermentés traditionnels
jouent un réle important pour conférer les caractéristiques spécifiques des produits laitiers et
la saveur indigéne (Varalakshmi et al., 2014).

Ces produits sont une partie intégrante d'héritage Algérien, et ont une grande importance,
culturelle, médicinale et économique. Ils ont été développés sur une longue période avec les
compeétences culinaires des femmes, pour qu'aujourd’hui L ben, J’ben, Rayeb, D han et Zebda
et autres font de produits traditionnels les plus importants a I'échelle commerciale algérienne
(Medouni et al., 2005).

1-1. Lait fermenté :

Les laits fermentés sont des produits laitiers transformés par une fermentation
essentiellement lactique qui aboutit a I’acidification et a la gélification du lait (Béal et Sodini,

2012). Les laits fermentés algériens sont le L’ben et le Rayeb.
1-1-1. L’ben:

L’ben est fabriqué a partir de lait de vache, brebis et de chévre. Le lait subit une
acidification spontanée par sa flore originale jusqu’a coagulation. En Algérie, L’ben entre

dans la fabrication de différents fromages traditionnels tels que Bouhezza et Klila.

La composition chimique du « L’ben » est variable, elle dépend des localités, des régions,
des fermes, de la composition chimique du lait cru de départ et de la procédure de fabrication.
Néanmoins, certains indicateurs donnent une idée sur la qualité globale du produit et le

processus de sa fabrication (El Baradei et al., 2008).


https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/lam.12313#lam12313-bib-0026
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L'origine de ce produit remonte a des temps immeémoriaux, probablement a I'époque ou
I'nomme a commencé a domestiquer les espéces laitieres et a utiliser leurs laits. Sa
fermentation lactique lui donne son arbme naturel et sa saveur inimitable. Sa préparation
artisanale est simple, le lait est abandonné a lui-méme jusqu'a sa coagulation. Celle-ci se fait a
température ambiante et dure 24h a 48h selon la saison. Le barattage qui lui succede dure 30 a
40 minutes. L’ben est produit également a 1’échelle industrielle. C'est un lait pasteurisé

fermenté.

L'acidification est provoquée par I’ensemencement des ferments lactiques mésophiles. Le
lait qui sert a la préparation du L’ben est reconstitué. Il subit une pasteurisation a 84°C
pendant 30 secondes, puis refroidi a 22°C et ensemence de levain lactique (Streptococcus
cremoris ; Streptococcus lactis et Streptococcus diacetylactis ; Leuconostoc dextranicum, Ln.

citrovorum et Ln. mesenteroides) (Benkerroum et Tamime, 2004).
1-1-2. Rayeb:

Le Rayeb fait partie des produits laitiers fermentés populaires en Algérie, en plus du L’ben
(lait écrémé fermenté). Le Rayeb a une trés ancienne tradition en Algérie ; il est fabriqué a

partir du lait cru de vache ou de chévre.

La fermentation du lait, comme de nombreux procedés traditionnels de fermentation est
spontanée et incontrdlée et pourrait étre une source précieuse des bactéries lactiques
autochtones (Mechai et Kirane, 2008).

Contrairement au L’ben, le Rayeb ne subit pas une opération de barattage et d’écrémage, il

s’agit d’un lait fermenté entier.
1-2.  Fromage :

Les fromages traditionnels sont caractérisés par un lien fort avec leur terroir d’origine et
attestent de I’histoire et de la culture de la communauté qui les produit. Chaque fromage
traditionnel provient de systemes complexes qui lui donnent des caractéristiques
organoleptiques spécifiques. Ces caractéristiques sont liées a divers facteurs de biodiversité,
comme ’environnement, le climat, la prairie naturelle, la race des animaux, I’utilisation de

lait cru et de sa microflore naturelle (Licitra, 2010).

Les fromages sont des formes de conservation et de report ancestrales de la matiére utile

du lait (Protéines, matiere grasse ainsi qu’une partie du calcium et phosphore), dont les
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qualités nutritionnelles et organoleptiques sont appréciées par 1’homme dans presque

toutes les régions du globe (Jeantet et al., 2008).

La dénomination « fromage » est réservée aux produits fermentés ou non, affinés ou non,
obtenus a partir des matiéres d’origine exclusivement laitiere suivantes : lait, lait
partiellement ou totalement écremé, creme, matiere grasse, babeurre, utilisées seules ou
en mélange et coagulées en tout ou en partie avant égouttage ou aprés élimination partielle de

la partie agueuse (Mahaut et al., 2000).
1-2-1. J’ben:

Le « J’ben » est le fromage frais le plus connu et consommé dans certaines régions en
Algérie depuis fort longtemps aussi bien en milieu rural qu'en milieu urbain. Derniérement, la
consommation de ce produit s'est accrue suite a l'installation dans les villes d'un grand nombre
de laiteries traditionnelles qui préparent le «J’ben» a partir du lait cru selon des procédures

souvent artisanales.

A cOté de ce secteur traditionnel, certaines unités laitieres semi-industrielles se sont aussi
intéressées a la fabrication du «J’ben», utilisant du lait soit cru, soit pasteurisé, et des
procédures de préparation plus ou moins améliorées. De ce fait, il existe aujourd’hui de
nombreuses méthodes de préparation du «J’ben», et par conséquent, plusieurs variétés de
fromage frais sont commercialisées au Maroc sous la dénomination populaire commune de

"J’ben" (Benkerroum et Tamime, 2004).

Traditionnellement, le fromage J’ben est fabriqué avec du lait cru de brebis ou de chévre,
acidifié spontanément et coagulé par des enzymes coagulantes d’origine végétale (Nouani,
2009).

1-3.  Zebda : (beurre frais)

Selon la norme du Codex Alimentaire, le beurre est un produit gras dérivé exclusivement du
lait et/ou de produits obtenus a partir du lait, principalement sous forme d’une émulsion du
type eau dans huile. Il est obtenu par barattage de la creme du lait (Luquet et Corrieu, 2005).

Zebda contient presque la totalité des lipides du lait et 2,7g de protéines pour 100g.

Le beurre est fabriqué a partir de la creme (le barattage) et contient 0,8g de protéines pour
100g (Vilain, 2010).
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1-4. D’han : (beurre traditionnel)

Un beurre traditionnel est fabriqué a partir du lait de vache non pasteuris¢. Tout d’abord, le
lait est laissé a température ambiante jusqu'a ce qu’il s’acidifie. Une agitation manuelle est
utilisée jusqu'a la séparation de la creme au lait écrémé, pendant 1’agitation d’une petite
quantité d’eau fraiche est ajoutée. Cette eau rassemble les globules gras. Cette agitation dure
quelques dizaines de minutes. Les matiéres grasses sont collectées et elles représentent le
beurre (Bettache et al., 2012).

1-5. Yaourt:

Le yaourt est un lait fermenté obtenu exclusivement par la coagulation du lait sous I'action
de deux bactéries : Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus (Quiberoni et al.,
2010). Ces bactéries doivent étre vivantes dans le produit et leur nombre doit dépasser dix

millions par gramme de yaourt a la date limite de conservation (Champagne et al., 2009).

| Lait cru J

Fermentation spontanée

Maturation T° ambiant 24-72h
¥

Lait caillé J
|

| —

‘ Egouttage ‘ Lben Beurre (Zebda beldia)

[ Coagulation e |

Jben W

Figure 01 : Schéma de fabrication des produits laitiers traditionnels (Benkerroum et Tamime, 2004).
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I- Généraliteé :

Les bactéries lactiques de trés anciens micro-organismes, utilisés pour la fermentation des
aliments depuis plus de 4000 ans, sans pour autant comprendre la base scientifique de leur
utilisation (Drider et Prevost, 2009).

Ce n'est qu'a la fin du 19°™ siécle, époque des grandes découvertes de la microbiologie, que le
groupe des bactéries lactiques ou bactéries de 1’acide lactique a été défini, plus précisément en 1919
par Orla-Jensen. Il a réuni plusieurs genres caractéerisés par leur capacité a fermenter les glucides en

produisant de I’acide lactique (Tredez, 2008).

Ce sont des cellules vivantes, procaryotes, hétérotrophes et chimio-organotrophes. Les bactéries
lactiques sont un groupe de bactéries a Gram positives, immobiles, asporulées, anaérobies mais
aérotolérantes, dépourvues de catalase, de nitrate réductase, et de cytochrome oxydase (Atlan et al.,
2008). Ces bactéries forment un groupe relativement divers, ayant des caractéristiques

physiologiques et métaboliques communes (Yang, 2000).

Leur forme peut étre coccoide, coccobacillaire ou bacillaire, elles sont généralement mesophiles
avec une température optimum de croissance entre 20°C et 30°C ou thermophiles entre 40°C et
45C°. La majorité des souches se développent a pH 4,0-4,5, certaines sont en activité a pH 9,6 et
d’autres a pH 3,2 (Jozala et al., 2005).

Les bactéries lactiques (LAB) englobent un large groupe de micro-organismes appartenant aux
genres Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus et Streptococcus
(Burgain et al., 2014).

Les LAB, présents naturellement dans certains aliments, participent aux processus de
fermentation des aliments et sont intentionnellement ajoutées en tant que cultures de départ pour
améliorer le développement de la couleur, réduire les périodes de maturation et améliorer les
caractéristiques sensorielles, notamment la saveur, I'aréme et la texture. De plus, la fermentation des
LAB améliore la digestibilité des aliments et augmente la sécurité des produits grace a I'inhibition
de la détérioration et des bactéries pathogénes (Papagianni, 2012). Au-dela de ces roles physico-
chimiques importants, certaines souches de LAB sont considérées comme des probiotiques en

raison de leur effet bénéfique sur le tractus intestinal et la santé humaine (Jankovic et al., 2010).

Du point de vue nutritionnel, les bactéries lactiques se caractérisent par des exigences assez
complexes, en ce qui concerne les acides aminés, les acides gras, les peptides, les vitamines, les
glucides fermentescibles et les sels. Ces bactéries servent a de trés nombreux procédes, aussi bien

dans la transformation du lait, que dans la fermentation des végétaux, et dans la production des
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produits carnés fermentés (Guiraud, 1998), ce qui a conduit a la reconnaissance de leur statut
GRAS (Generally Recognized As Safe). lls sont importants pour l'industrie laitiére et sont essentiels
pour la production d'une gamme de produits laitiers traditionnels et nouveaux (Klaenhammer et
al., 2005).

Il est bien connu que les LAB (Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus et
Streptococcus) sont porteurs de l'activité probiotique, ce qui influence les maladies du tractus

gastro-intestinal bénéfique (Benyacoub et al., 2005).

1- Caractéristiques principales des bactéries lactiques :
1-1. Voix de fermentation :

Dans l'antiquité, les bactéries lactiques (LAB) ont été utilisées pour la fermentation des aliments
différents et sont a la base de I'une des méthodes les plus anciennes employées pour la conservation

des aliments connue de I'hnomme (Michaylova et al., 2007).

Elles fermentent les glucides en acide lactique, d’ou une diminution du pH favorable a la

conservation des aliments (Callewaert et al., 2000).
- On distingue deux voies de fermentations lactiques :
1-1-1. Les bactéries homo-lactiques : (Homofermentation)

Toutes les bactéries lactiques (a I’exception des genres : Leuconstoc, Oenococcus, Weissella et
certains membres du genre Lactobacillus) entravent la voie de la glycolyse pour dégrader les
hexoses en pyruvate qui sera réduit en acide lactique, le produit unique de la fermentation. Dans les
conditions défavorables telles la limitation du glucose, ces bactéries produisent également 1’acide
formique, 1’acide acétique, 1’éthanol et/ou le CO2 par la voie de fermentation des acides mixtes
(Mozzi et al., 2010).

1-1-2. Les bactéries hétéro-lactiques : (hétérofermentation)

Ce groupe de bactéries lactiques utilise la voie des pentoses phosphate (ou 6- phosphogluconate)
pour transformer le glucose en CO2, éthanol ou de 1’acétate en plus de I’acide lactique (Salminen
et al., 2004).
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Les bactéries lactiques qui fermentent le glucose en produisant, en plus de I’acide lactique, de

I’éthanol et du CO2 sont dites hétérofermentaires. Les groupes principaux de bactéries présentant ce

type de métabolisme sont les Leuconostoc et certains lactobacilles (Thompson et Gentry-Weeks,

1994).
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Figure 02 : Voies métaboliques homofermentaire, hétérofermentaire de la dégradation du glucose (Drider et

2- Origine et habitat :

al., 2009).

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes ubiquitaires qui se retrouvent dans différents
types d'habitat (Matamoros, 2008), et dans différents environnements, aptes a se développer sur

différents substrats autres que le lait. Leur présence est révélée dans plusieurs niches écologiques
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entre autres végeétales (plantes, fruits, légumes, céreales), animales et humaines (tractus digestif,

cavités buccales et urogeénitales) (Tailliez, 2001).

A titre d’exemple, les espéces du genre Streptococcus, Lactococcus sont présents chez I’homme et
chez les animaux ou elles sont isolées a partir de leurs peaux, de leurs matiéres fécales, et elles sont
aussi isolées de I’ensilage du foin et des grains. (Mathara et al., 2004). Par ailleurs, les espéces du
genre Lactobacillus sont encore plus répandues dans la nature; elles se trouvent sur les végétaux

mais également dans I’intestin des animaux et de I’homme.

Certaines especes comme Lb. acidophilus entrent en composition au niveau de la flore
commensale de ’intestin et du vagin, ou leur présence empéche 1’invasion par Candida albicans.
Les especes du genre Pediococcus ne se rencontrent pratiquement que sur les plantes (Guiraud,
1998). Méme si elles se développent dans une variété d'habitats, les bactéries lactiques exigent des
carbohydrates fermentescibles, des acides aminés, des acides gras, des sels et des vitamines pour

leurs croissances (Hammes et Hertel, 2006).

D’une fagon générale, les bactéries lactiques sont présentes partout ou il y a de fortes
concentrations de glucides, de produits de dégradation des protéines, de vitamines et peu d’oxygene

(Marteau, 2007).
3- Taxonomie :

Depuis la description du Bacterium lactis (actuellement Lactococcus lactis), la taxonomie
des bactéries lactiques est en évolution permanente. Le nombre de nouvelles espéces a
augmenté énormément au cours de ces dix dernieres années. Les réorganisations effectuées ont
contribué a fusionner des espéces en une seule, ou identifier une espéce comme un nouveau
genre. L’¢laboration de la taxonomie est basée sur un large ensemble de critéres regroupant les

caractéristiques écologiques, phénotypiques, biochimiques et génétiques (Pot, 2008).

Selon la derniére édition de Bergey’s manual of systematic bacteriology (2009), les bactéries
lactiques sont classees dans le phylum des Firmicutes, la classe des Bacilli et 1’ordre des
lactobacillales renfermant trente-cing genres répartis sur six familles. Parmi ces genres, seulement
douze sont utilises dans la biotechnologie alimentaire, a savoir Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,

Vagococcus, Tetragenococcus, Weissella (Drider et Privost, 2009). (Figure03).

e Parmi ces genres, qui sont utilisés dans le domaine de la biotechnologie, il s’agit de :
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Le genre Lactobacillus : Au sein des bactéries lactiques, les lactobacilles forment un ensemble trés
disparate. Ce sont soit des bacilles longs (incurvés) ou des coccobacilles courts isolés, comme elles
peuvent former des chaines. Elles sont généralement immobiles a 1’exception de quelques espéces
qui possedent des flagelles peéritriches. Acidophiles et peuvent croitre a un pH optimum variant de
5,54 6,2. La température optimale de croissance est de 30°C a 40°C (De Vos et al., 2009).

Le genre Lactococcus: Le genre Lactococcus (streptocoque du groupe N) représente les
streptocoques dits «lactiques», car ils sont associés a de nombreuses fermentations
alimentaires et ne possedent aucun caractére pathogene. De formes sphériques ou ovoides,
isolées en paires, ou en chaines. De type mésophiles, leur température optimale est comprise entre
10°C et 40°C, mais sont incapables de se développer a 45°C. Celles-ci se développent généralement
a 4% de NaCl et a un pH proche de la neutralité, leur croissance s’arrétant lorsque le pH du milieu
atteint 4,5. Les produits végétaux constituent leur réservoir principal, mais ils sont largement

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

Le genre Enterococcus: Le genre Enterococcus regroupe les streptocoques fécaux qui
présentent une hémolyse de type a, B, et qui appartiennent au groupe sérologique D. Ce
sont des commensaux de [’intestin. Cellules ovoides, isolées en paires ou en courtes chaines,
homofermentaires. Quelques espéces sont mobiles par des petits flagelles et d’autres possédent une
pseudo catalase. Ce genre se caractérise par sa tolérance a 6.5% de NaCl, un pH 9,6 et un intervalle
de température compris entre 10°C et 45°C, avec un optimale de croissance de 35°C a 37°C. Les
espéces rencontrées  dans 1’alimentation sont essentiellement En. faecalis (auparavant
Streptococcus faecalis), et ses variétés En. durans et En. bovis. Les Enterococcus sont les bactéries

lactiques les plus controversées (Franz et al., 2003).

Le genre Leuconostoc: Ils représentent les coques hétérofermentaires marqués, avec
production d’acide lactique, de CO2 et d’éthanol. Ce genre comprend 10 especes fastidieuses
dans leurs exigences nutritionnelles, de forme ellipsoidales a sphériques généralement allongées qui
s’arrangent en paires ou en chaines, non acidophiles avec un pH optimum de croissance égal a 6,5.
Concernant la température optimale est comprise entre 20°C et 30°C. Capables de produire du
dextrane en milieu concentré en saccharose. Les caractéristiques telles que I’hydrolyse de
I’esculine, la formation de dextrane, les conditions de croissance, la capacité a croitre a différents
pH et température, ’assimilation de citrate et/ou malate permettent la différenciation entre les

genres Leuconostoc et Weissella (Ho et al., 2007).

Le genre Pediococcus: Les Pediococcus sont des coques homofermentaires dont la

particularite est le regroupement en tétrade. Ils sont mésophiles, le plus souvent incapables
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d’utiliser le lactose, et leur développement necessite la présence de divers facteurs de croissance.
Immobiles de forme sphérique parfois ovoides, isolées ou en paires qui se divisent en deux
directions perpendiculaires formant ainsi les tétrades mais jamais les chaines. Les cellules sont
acidophiles a pH=5, la température optimale de croissance est comprise entre 25°C a 35°C.
Certaines especes se distinguent par leur capacité a se développer a des teneurs en sels tres
élevées, comme Pediococcus halophilus, renommé  Tetragenococcus halophilus et

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

Le genre Streptococcus : Immobiles, sphériques ou ovoides qui ont un diamétre inférieur a 2um en
paires ou en chaines longues. La fermentation des carbohydrates produit principalement de 1’acide
lactique mais il n’y a pas de production de gaz. Leur température optimale de croissance est 37°C.

Elles sont incapables de se développer a 15°C et a un pH 9,6 (Desar et al., 2008).

Le genre Vagococcus : Ovoides isolées, en paires ou en chaines. La plupart des espéces sont
mobiles par des flagelles péritriches. Elles sont capables de croitre a 10°C mais non a 45°C sans

production de gaz ni d’arginine di-hydrolase (ADH) (Ammor et al., 2006).

Le genre Tetragenococcus : Cellules sphériques ou ovoides avec un diameétre de 0.5-1.0um,
immobiles, formant des tétrades, comme elles peuvent étre isolées ou en paires. Leur température
optimale de croissance se situe entre 25°C et 35°C et ne peuvent pas croitre a 10°C et a 45°C. Les
espéces Tetragenococcus ont un réle crucial dans la fabrication des produits alimentaires a

concentration de sel élevée par exemple les sauces de soja (Masuda et al., 2008).

Le genre Weissella : Ovoides ou de courts batonnets a extrémités rondes qui s’associent en paires
ou en courtes chaines et sont immobiles. Leur température optimale de croissance est de 15°C, mais

quelques espéces peuvent croitre entre 42°C et 45°C (Tosukhowong et al., 2005).

Parmi tous les genres cités, seulement Aerococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc et

Pediococcus répondent aux caractéristiques générales d’une bactérie lactique proprement dit

(Salminen et al., 2004).
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Figure 03: Dendrogramme illustrant les relations phylogénétiques de 1’ordre « Lactobacillales » dans la
classe des « Bacilli » (De Vos et al., 2009).

4- Classification des bactéries lactiques :

La classification phénotypique des bactéries lactiques est largement basée sur la morphologie, le
mode de fermentation du glucose, la croissance a différentes températures, I’aptitude de croitre a
fortes concentrations de sels (6.5%, 18%), la tolérance aux pH acides, alcalins et a I’éthanol, la
configuration de 1'acide lactique produit a partir de glucose, I’hydrolyse de 1’arginine, la formation
d’acétoine, etc. Les marqueurs chimio-taxonomiques comme la composition en acides gras et les
constituants de la paroi cellulaire peuvent aussi étre utiles dans la classification (Konig et Frohlich,
2009).

La classification est également possible avec des méthodes génotypiques (RAPD-PCR,
ribotyping) ou d’autres techniques semblables. Elle permet une nouvelle approche phylogénétique.
Le génome des bactéries lactiques varie selon le genre et selon I'espéce (1 a 5 millions de paires de

base). Cette variabilité peut servir pour différencier les groupes bactériens. (Bolotin et al., 2001).
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5-1. Méthodes classiques :

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.
Differents tests clefs sont largement adoptés. La morphologie ainsi que les méthodes

physiologiques, métaboliques biochimiques et chimio taxonomiques sont plus utilisées.

Les méthodes physiologiques incluent principalement, la croissance a certaines tempeératures, a
certaines concentrations de NaCl, 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 I’arginine, de I’esculine et la détermination de I’isomére optique

de I’acide lactique (Ammor, 2004).
5- Les voies meétaboliques des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques nécessitent une source d’hydrate de carbone fermentescible pour la
production d’énergie cellulaire (ATP) et leur croissance. Le lactose présent dans le lait, disaccharide

composé de glucose et de galactose, atteint des concentrations de 4 a 5%.

En technologie laitiére, 1’acidification lactique joue de multiples roles: elle participe a la
coagulation du lait, active la synérese du caillé et la solubilisation du calcium micellaire qui ont une
influence déterminante sur la texture des produits laitiers. Elle contribue aussi aux qualités
organoleptiques des produits fermentes et inhibe la croissance des microorganismes nuisibles. Les
produits issus de la glycolyse peuvent étre métabolisés selon différentes voies pour la formation de

composés aromatiques varies (Masuda et al., 2008).
6-1. Métabolisme des sucres : (la glycolyse)

Les sucres utilisés par les bactéries lactiques sont fermentés essentiellement en acide lactique.
Pour pénétrer dans la cellule, ces sucres doivent d’abord franchir la membrane cellulaire. Deux
systéemes de transports actifs des sucres sont présents chez les bactéries lactiques : le systeme
phosphotransférase phosphoénol-pyruvate dépendant (PTS), qui couple le transport et la
phosphorylation du glucide (phosphorylation en cascade), et le systéme perméase energie-

dépendant, qui fait pénétrer les glucides sous forme de sucres libres (Corrieu et al., 2008).

Les bactéries lactiques synthétisent leur ATP grace a la fermentation lactique des glucides. On les
distingue en deux groupes biochimiques : les homofermentaire et les hétérofermentaire. Les
homofermentaire produisent deux molécules d’acide lactiques (C3) par glucose (C6) consommé.

Chez les hétérofermentaire, seule une molécule d’acide lactique est produite a partir du glucose.
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Une autre molécule en C2 est produite (en général soit de 1’éthanol soit de ’acide acétique) et une
molécule d’oxygéne. La différence entre ces deux groupes est détectable par le dégagement de CO2
(Bourgeois et al., 1996). La figure 04 présente les principales voies de la glycolyse chez les

bactéries lactiques.
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Phosphoketolase pathways

{Homofermentation) {Heterofermentation)

Figure 04 : Principales voies assurant le transport et le métabolisme du glucose par les bactéries lactiques
(Kandler, 1986)

6-2.  Métabolisme des protéines (la protéolyse)

Aprés I'utilisation des acides aminés et des peptides libres, les bactéries lactiques doivent
hydrolyser les protéines pour croitre dans le lait. Le systeme protéolytique de ces bactéries est
constitué de deux types d’enzymes distinctes : les protéases capables d’hydrolyser des protéines
natives par exemple les caséines ou leurs dérivés et les peptidases détectées par 1’hydrolyse de
peptides issus de la dégradation des protéines. Ces enzymes peuvent étre intracellulaires ou liées a

la paroi bactérienne (Leveau et al., 1993).

Les enzymes intracellulaires peuvent étre libérées dans le milieu extracellulaire par 1’autolyse
bactérienne liée a 1’age de la cellule ou aux conditions physiologiques défavorables qui activent les
autolysines capables d’hydrolyser les peptidoglycanes de la paroi (Roudj et al., 2009). La

protéolyse du lait par les bactéries lactiques est résumée dans la figure 05
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Figure 05: Protéolyse du lait par les bactéries lactiques (Leveau et al., 1993).

6-3. Métabolisme des acides gras (la lipolyse)

Les lipases bactériennes catalysent en partie la production des acides gras a longues chaines a
partir des mono et di glycérides, alors que les estérases permettent la libération des acides gras
volatils. Les acides gras, dont la concentration augmente pendant 1’affinage, seraient responsables
en partie de la flaveur typique des fromages a pate pressée cuite. Ils sont également des précurseurs
pour la formation de méthylcétones, alcools, lactones et esters (Siegumfeldt et al., 2000). La figure

06 présente les différentes voies conduisant a la formation de ces composés.
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Figure 06 : Principales voies de la lipolyse (Siegumfeldt et al., 2000).
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1- L’intérét des bactéries lactiques :

L’utilisation des bactéries lactiques pour une application industrielle donnée est déterminée
par leurs propriétés fonctionnelles et technologiques. Celles-ci recouvrent les propriétés
suivantes : activité acidifiante, propriétés enzymatiques (activité protéolytique, peptidasique et
lypolytique), production de métabolites d’intérét telle que la peroxyde d’hydrogene, les acides

organiques et les bactériocines (Belyagoubi, 2014).

D’autres qualités ont depuis été associées aux bactéries lactiques lorsqu’elles sont associées aux
produits alimentaires comme 1’augmentation des valeurs nutritionnels des aliments, la réduction de
la formation de produits toxiques et la propriété de probiotique. En plus de la propriété de
bioconservation, plusieurs propriétés ont été attribuées aux bactéries productrices de bactériocines
telles que la diminution des gaz dus a la fermentation ainsi qu’a 1’amélioration du goft et de la
qualité du produit fini (Makhloufi, 2011).

1-1-Dans le domaine alimentaire : (Fermentation alimentaire)

Les bactéries lactiques sont impliquées dans la fermentation et la bioconservation de différents
aliments. L’utilisation de ces derniers a pour but de I’amélioration des caractéristiques
organoleptiques des produits fermentés et par conséquent augmenter la durée de leur conservation
sans pour autant utiliser de conservateurs chimiques, et ce grace aux substances antimicrobiennes
qu’elles produisent. Différentes actions enzymatiques (protéolyse, réduction des nitrites, activité
péroxydasique, dégradation des lipides) permettent I’apparition de flaveur, texture et couleur,

intéressante pour le consommateur (Dortu et Thonart, 2009).
1-1-1. Pouvoir texturant :

La capacité des bactéries lactiques a synthétiser des exopolysaccharides (EPS) joue un r6le
important pour la consistance et la rhéologie des produits transformés (Welman et Maddox, 2003).
Ces composés polymeres sont généralement considérés comme des agents épaississants naturels en
industrie alimentaire. Les Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus et Steptococcus thermophilus produisant
des EPS sont utilisés en tant que starters fonctionnels dans la fabrication des yaourts, ceci afin
d’améliorer la texture, éviter la synérése et augmenter la viscosité des produits finis (Durlu-Ozkaya
et al., 2007). L utilisation des EPS produits par les souches Lactococcus lactis ssp. cremoris est tres
prometteuse pour la structure et la viscosité des produits laitiers fermentés (Ruas-Madiedo et al.,
2005).
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1-1-2. Pouvoir aromatisant :

Certaines bactéries lactiques sont capables de produire des composés d’ardmes qui participent aux
qualités organoleptiques des fromages. La plupart des composés d’ardme sont issus du métabolisme
du citrate : I’acétoine et le diacétyle sont les plus importants (Tamime, 2002). Cette fonctionnalité
est particulierement importante lors de 1’¢laboration des laits fermentés, des fromages frais, cremes

et beurre, dont I’ardme principal est lié¢ a cette activité microbienne (Cholet, 2006).

La production de diacétyle est généralement associée a la fermentation du citrate. Les
lactobacilles synthétisent de I’acétaldéhyde. La teneur en acétaldéhyde est a la fois fonction de son

degré de synthese et du rythme de sa dégradation (Vignola, 2002).

Les leuconostocs hétérofermentaires sont souvent associés aux lactocoques dans la production de

composants aromatiques (éthanol, acide acétique, diacétyle et acétoine) (Mahaut et al., 2000).
1-1-3. Pouvoir acidifiant :

La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus recherchée des bactéries
lactiques utilisées dans les industries alimentaires. Elle se manifeste par la production de
I’acide lactique a partir de la fermentation des hydrates de carbone au cours de la croissance

bactérienne (Monnet et al., 2008).

Le pouvoir acidifiant des bactéries lactiques permet la coagulation du lait (en facilitant I'action de
la présure) et l'augmentation de la synérese du caillé; la participation aux propriétés rhéologiques du

produit final; I'inhibition de la croissance des bactéries nuisibles (Papamanoli et al., 2003).

L’acidité d’un produit laitier est le plus souvent exprimée en degrés dornic (0.1g acide lactique
par 1g de lait), comme elle peut également étre exprimée en valeur de pH (Corrieu, 2005). Les
conséquences du phénomene d’acidité chez les bactéries lactiques d’ordre physicochimique et

microbiologique peuvent se résumer ainsi :
- L’accumulation de I’acide lactique participe a la saveur des aliments fermentés.
- L’abaissement progressif du pH du milieu de culture et des matrices alimentaires.

- La limitation des risques de développement des flores pathogeénes et d’altération dans les produits

finaux.

- La déstabilisation des micelles des caséines et coagulation du lait.
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1-1-4. Pouvoir protéolytique :

La protéolyse joue un réle clé dans plusieurs processus biologiques chez les bactéries lactiques :
nutrition azotée, activation et dégradation de protéines, la machinerie protéolytique des bactéries
lactiques est constituée d’un ensemble d’enzyme qui différent par leur mécanisme catalytique, leur
spécificité d’hydrolyse, leur localisation cellulaire et leur réle. Les bactéries lactiques possédent un
systeme protéolytique complexe qui assure leur croissance dans des milieux a faibles concentrations

en acides aminés libres et oligopeptides comme le lait (Vignola et al., 2002).

Le systeme protéolytique joue un role clé dans la fermentation du lait et permet 1’obtention des
acides aminés a partir des caseines, les protéines les plus abondantes dans le lait (Moussaoui,
2013).

Le systeme protéolytique des bactéries lactiques est composé de protéases associées a la paroi
cellulaire, qui catalysent I'nydrolyse de protéines en peptides contenant de 7 a 16 résidus
aminés, ces peptides sont ensuite dégradés par des endopeptidases ou exopeptidases en unités
transportables d'acides aminés et de petits peptides. Les lactobacilles présentent généralement

une activité protéolytique plus prononcée que les lactocoques (Roudj et al., 2009).

En général, les bactéries lactiques ont une faible propriété protéolytique sur les protéines
myofibrillaires. Des peptidases issues de ces bactéries lactiques hydrolysent des oligopeptides et de
ce fait, produisent les substances responsables de la flaveur et de la texture des produits fermentés
(Ammor et al., 2005).

1-1-5. Pouvoir lipolytique :

La lipolyse a été largement étudiée dans le domaine alimentaire. Elle joue un réle important dans
la formation des substances aromatiques des produits transformé tels les jambons secs et les
saucissons secs, bien que parfois elles soient a I'origine d’altérations. L’addition des lipases
exogenes augmente significativement et rapidement la concentration en acides gras libres des

produits fermentés (Nguyet, 2008).

Les bactéries lactiques posseédent des enzyme lipolytiques capables d’hydrolyser une multitude

d’esters d’acides gras, des substrat de tri-di et mono acylglycérols (Liu et al., 2001).

L’activité lipolytique est relativement faible chez les ferments lactiques, et de tres faible activité
estérolytique, l'activité lipasique contribue a I'élaboration de la flaveur dans les produits laitiers

particulierement dans la maturation des fromages (Mahamedi, 2015).
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1-1-6. Pouvoir antimicrobien : (Antibactérien, Antagoniste)

Les bactéries lactiques peuvent synthétiser des substances antibactériennes et sont utilisées

dans la fermentation et la bioconservation des aliments. (Labioui et al., 2005)

Les bactéries lactiques constituent un moyen biologique efficace pour la préservation des qualités
hygiéniques des aliments, du fait de leur aptitude inhibitrice vis-a-vis des microorganismes
nuisibles (Caridi et al., 2003). En effet, les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites
aux propriétés antimicrobiennes, comme des acides organiques, du peroxyde d’hydrogene, du
dioxyde de carbone, de la reutérine, du diacétyle et des bactériocines (Dortu et Thonart,
2009).

Durant la fermentation du lait, différents agents antimicrobiens ayant la capacité d’inhiber le
développement de bactéries pathogenes et/ou d’une flore de dégradation de 1’aliment sont produits

par les bactéries lactiques.

- Les acides organiques, comme 1’acide lactique, 1’acide acétique ou I’acide propionique,
élaborés lors de la fermentation des glucides, peuvent inhiber des levures, des moisissures et
des bactéries.

- Le peroxyde d’hydrogéne produit par les bactéries lactiques s’accumule dans
I’environnement et peut inhiber certains microorganismes (Ammor et al., 2006).

- Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont des peptides antimicrobiens de
faible poids moléculaire. Elles ont une activité inhibitrice dirigée contre les bactéries
proches de la souche productrice. Leur spectre d’action est généralement étroit. Cependant,
la plupart ont une activité contre des pathogénes alimentaires tels que Listeria

monocytogenes (Dortu et Thonart, 2009).
1-2. Dans le domaine thérapeutique : (Santé humaine)

Dans le domaine de la santé, certaines bactéries lactiques spécifiques sont utilisées comme
probiotique c’est-a-dire des microorganismes vivants dont I’application a ’homme ou a I’animal
exercent un effet bénéfique sur la santé de ce dernier par amélioration des propriétés de la flore
intestinale. Différentes études ont démontré le r6le 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 activité protéolytique (EI-Ghaish et al., 2011).
Cependant depuis quelques années l'usage des bactéries lactiques dans d’autres écosystémes

(vaginal, mammaire) est évalué, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives thérapeutiques (contre les
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métrites ou les mammites) (Bouchard, 2013), également dans 1’¢élaboration des vaccins (Calvez et

al.

, 2009).

Les bactéries lactiques constituent 1’un des groupes incontournables de la microbiologie
alimentaire (Drider et Prevost, 2009). Comme depuis longtemps pour leur capacité de
fermentation lactique associée a de nombreux aliments fermentés, leur participation a
I’acquisition des propriétés nutritionnelles ou de la qualité sanitaire de 1’aliment est plus
récemment utilisée, et elles jouent un réle important dans de nombreux procédés laitiers
(Raynaud, 2006) et dans la fermentation de nombreux autres produits alimentaires :
saumurage des légumes, boulangerie, fabrication du vin, saurissage des poissons, des viandes
et des salaisons, etc. Elles contribuent a la texture, a la saveur des aliments et a la production de

composés aromatiques (Labioui et al., 2005).
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Ce mémoire est réalisé dans des conditions de confinement (a cause de Covid-19) qui
n’ont pas permis de réaliser un travail expérimental, par la suite on était obligé de

réaliser une synthese de travaux scientifiques.
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Selon le protocole mené par : (Ghalouni E., Hassaine O., Karam N., 2018, Oran-Algerie).
Echantillon : L’ben
I- Matériels et méthodes :

Un total de 10 échantillons de L'ben traditionnellement fabriqués ont été collectés dans des
élevages de vaches d'Algérie. Les échantillons ont été prélevés de maniere aseptique dans des
flacons stériles, transportés immédiatement au laboratoire dans une boite isotherme fraiche et

stockés a 4°C avant analyse.
1- Isolement des bactéries lactiques :

Tous les echantillons ont été dilués en série dix fois sur solution de NaCl (0,9%) et 1 ml de ces
dilutions a été coulé en surface dans le milieu M17 (Terzaghi et Sandine, 1975) et MRS (De Man
et al., 1960) ajusté au pH 5,5.

Apres incubation a 30°C pendant 24 a 48h, les colonies ont été prélevées au hasard sur des boites
de Pétri ayant un nombre de colonie entre 30 et 300 et plusieurs souches représentatives affichant
les caractéristiques générales des bactéries lactiques ont été choisies pour la purification successive
sur M17 et MRS (Harrigan et Mc Cance, 1976).

Le criblage des isolats purifiés a été realisé selon la coloration de Gram et la catalase. Les souches
de bactéries lactiques ont été stockées a —20°C dans du bouillon M17 et MRS avec du glycérol
(80%).

2- ldentification des bactéries lactiques :

Les souches de Gram positif et catalase négative ont été présumeées identifiées comme LAB. Une
identification plus poussée a été effectuée en utilisant les propriétés biochimiques suivantes:
croissance a différentes températures et a pH 9,6 ainsi que la capacité de croissance dans les
differentes concentrations de NaCl survie aprés chauffage de 60°C pendant 30 min (Samelis et al.,
1994), production de gaz a partir du glucose déterminée sur le bouillon M17 et MRS contenant une
cloche de Durham, hydrolyse de I’arginine testée sur M17 et MRS additionné du pourpre de
bromocresol (Thomas, 1973), et production d'acétoine du glucose déterminee en utilisant le test de

Voges-Prokauer (Zourari et al., 1991).

La fermentation des sucres a été déterminée dans le bouillon MRS et M17 sans glucose et extrait
de viande, mais contenant du pourpre de bromocrésol (0,02 g/l) utilisé comme indicateur de pH et

complété avec 1% des glucides suivants: glucose, fructose, lactose, saccharose, xylose, arabinose,
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maltose, mannose, cellobiose, raffinose et mannitol. Pour garantir des conditions anaérobies, chaque

tube a été rempli avec une goutte de paraffine stérile aprés inoculation (Samelis et al ., 1994).

Les isolats ont été sélectionnés pour identification au niveau des espéces en utilisant les galeries
API 20 STREP. Les galeries ont été incubées a 30°C et les réactions ont été observées apres 24h et
48h. La base de données Web API (APl STREPTO) a été utilisée pour interpréter les résultats

obtenus. Tous les tests phénotypiques ont été effectués deux fois pour chaque souche.
3- Caracteérisation technologique :
3-1. Mesure de I'acidite :

Le lait écréme stérilisé a été inoculé avec 1% de chaque souche préculturée et incubée a 30°C
pendant 18h. A intervalles réguliers (1 heure), des échantillons ont été prélevés aseptiquement et la
croissance des souches a été déterminée en mesurant la densité optique a 600 nm comme décrit par
Boutrou et al.,(1998).

3-2.  Mesure de I'activité proteolytique :

Les 30 cultures bactériennes ont été évaluées pour leur capacité a la protéolyse de la gélose au lait
écréme (lait écréemé en poudre 4% et gélose 1,5%). Pour détecter I'hydrolyse des protéines, tous
bactéries sélectionnées (LAB) ont été semées a la surface de la gélose au lait écrémé et ont été
incubées a 30°C pendant 48h, puis refroidissement au réfrigérateur (4°C) pendant 3 jours comme
décrit par Pailin et al .,(2001).

L’hydrolyse des protéines a été observée par la production des halos clairs entourant les colonies
isolées et le diamétre de chaque zone claire et sa colonie correspondante était mesuré et enregistré

en mm.

Les essais ont été effectués en double et tous les résultats sont exprimés en moyennes. L’activité
protéolytique (PA) a été exprimée comme le rapport du diamétre de la zone claire au diamétre de la

colonie.

- Résultat et discussion :

1- Isolement des bactéries lactiques :

Les enquéteurs ont découvert que les principaux genres LAB comprennent les lactobacilles, les
lactocoques et les leuconostocs. La présence d'entérocoques et des streptocoques a également été
signalée (Beukes et al., 2001).
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Un total de 30 isolats obtenus de L'ben, de catalase négative et Gram positif ont été considéré
comme appartenant au groupe des bactéries lactiques (LAB), et ont ét¢ identifiés par 1’analyse
morphologique, physiologique et biochimique et compléteés a l'aide de I'API 20 STREP tel que
décrit par le fabricant d’instructions.

Sur les 30 isolats, 24 isolats ont été identifiés comme appartenant au genre Enterococcus, 4 isolats

a Leuconostoc et 2 isolats a Lactococcus.
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Figure 07 : La répartition en pourcentage des 30 souches isolées a partir des échantillons de 1’ben Algérien

Les 24 entérocoques isolés ont été caractérisés par leur capacité a croitre de 15 a 45°C dans le
bouillon a 6,5% de NaCl et pH 9,6, peuvent survivre a 60°C pendant 30 min et former du NH3 a
partir de I'arginine, mais pas le CO2 du glucose.

A ce niveau, les deux espéeces classiques Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium ont été
identifiées, ces derniers ayant le méme profil mais différent par I'nydrolyse du L-Arabinose ou
Enterococcus faecium métabolise ce sucre contrairement a Enterococcus faecalis, comme I'ont
rapporté Boubekri et Ohta (1996).

L'identification complémentaire au niveau des especes grace a l'utilisation de la galerie API 20
STREP a révéleé que 11 souches sur 24 ont été identifiées & Enterococcus faecium, 9 a Enterococcus

faecalis et 4 a Enterococcus avium.

Les 04 isolats a Gram positifs forme de cocci ovoide affectés au genre Leuconostoc sont
hétérofermentaires caractérisés par la production de gaz a partir du glucose (qui est une

caractéristique importante pour les distinguer), mésophile (croitre de 15 a 37°C, mais pas a 45°C),
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thermosensible et incapable de croitre a pH 9,6 également a 6,5% de NaCl. Tous ces isolats étaient

ADH négatifs et ont fermenté le maltose et le galactose mais pas I'arabinose et le raffinose.

Selon le schéma de Villani et al .,(1997), ils ont été présumés identifiés comme Leuconostoc sp.
Les résultats de l'identification complémentaire de ces quatre souches avec le systtme APl 20

STREP ont permis 1’identification en tant que Leuconostoc mesenteroides.

Les deux isolats de Lactococcus lactis sont homofermentaires, mésophiles et thermosensibles et

incapables de croitre ni a pH 9,6 ni & 6,5% de NaCl.

Par référence a I'API 20 STREP systeme d'identification et le test ADH ils étaient subdivisés en
deux sous-espéces; Lactococcus lactis subsp lactis (ADH positif), et Lactococcus lactis subsp
cremoris (ADH négatif), de plus, ce dernier ne peut pas croitre a 4% de NaCl et ne peut utiliser que

tres peu les glucides.

Cette étude a révélé que les échantillons de L’ben sont principalement dominés par le genre de
Enterococcus, suivi par Leuconostoc et Lactococcus, avec une absence totale de lactobacilles. Ces
mémes observations déja signalées précédemment dans les travaux de Harrati (1974), ou il a
¢galement noté 1’absence de ces bactéries dans L'ben algérien et fait les hypothéses suivantes:
Fermentation de lait par les lactocoques ne permettent pas suffisamment aux lactobacilles de se
croitre, présence de facteurs inhibiteurs des lactobacilles dans le lait algérien, leur développement
est favorise lorsque le lait est coagulé et lorsque L'ben atteint une acidité élevée. Selon Ouadghiri
et al .,(2009), la faible présence de lactobacilles dans L'ben ou méme leur absence totale s'explique

par la croissance retard de ce dernier dans des conditions mésophiles.

Selon Svec et Franz (2014), les entérocoques sont des bactéries importantes dans la santé
publique, leur association avec I'alimentation semble nocive car elles provoquent une détérioration,
ou dautre part, ils peuvent jouer un réle important dans la maturation et le développement des
arébmes de certains produits fermentés traditionnels tels que fromage en particulier, ceux qui sont

fabriqués dans les régions méditerranéennes.

Les enterocoques sont aussi utilisés comme probiotique et sont utiles dans le traitement des
maladies diarrhéiques provoquées par des pathogénes. Quant aux leuconostocs, leur présence peut

étre liée a une contamination post-préparation.

Tous les membres de genre Leuconostoc est hétérofermentaire, fermentation du glucose via la
voie de I'hexose-monophosphate pour produire des quantités équimolaires de I’acide lactique,
éthanol et CO2 (Jay, 1992).

31



Partie Expérimentale

De plus, ils sont capables de convertir le citrate en composes aromatiques tels que I'acétoine et le
diacétyle, une caractéristique qui serait fonctionnelle pour le développement d'ardmes & L'ben. Ces
bactéries sont généralement associées avec des habitats différents, et ont un incontestable dans la
fermentation des aliments, mais ils peuvent également entrainer une détérioration (Bjorkroth et al.,
2014).

Malgré cela, ces bactéries ne posent aucun probleme de santé risque. Les leuconostocs sont

considérés comme micro-organismes GRAS (Ogier et al., 2008).

Pour les lactocoques, un résultat identique par Harrati (1974) a été décrit en lait fermenté
algérien « L'ben», ou les deux souches: Lactococcus lactis subsp. cremoris et Lactococcus lactis

subsp. lactis obtenues dans notre cas étaient identifiées.

Ces bactéries sont connues pour leur utilisation comme culture de départ de produits laitiers
fermentés. Ils métabolisent le lactose du lait et leur réle principal inclus dans le développement de
la texture par la production d'exopolysaccharides (EPS) et d'ardme par la production de composés
aromatiques (alcools et aldéhydes) et / ou par le métabolisme des citrates, acides aminés et lipides
(Kim, 2014).

2- Production d'acide lactique :

La production d'acide est d'une importance capitale. En fait, la diminution du pH du lait est due a
la production d'acide lactique a partir de fermentation de lactose (Thomson et Gentry, 1994). La
quantité d'acide lactique varie selon les souches et leur capacité et le taux de dégradation de lactose,
en effet la quantité de I'acide lactique produit aprés 19h d'incubation se situe entre 70 et 100°D dans
la majorité des souches a I’exception de deux souches de Leuconostoc qui se démarquent de
I'ensemble des souches car elles produisent une plus grande quantité d'acide lactique entre 112 et
117°D.

Ainsi, selon leur capacité de l'acidification, les souches ont été réparties comme suit: isolats
hautement acidifiants qui coagulent le lait avant 10h d’incubation, isolats faiblement acidifiants qui
coagulent le lait apres 19h d'incubation, les isolats restants sont reconnus comme des isolats
moderément acidifiants, ils coagulent le lait apres 10 a 19h d'incubation. Les différentes acidités

observées entre différents isolats ont été expliqués par De Roissart (1986).

Les souches acidifiantes rapides sont donc bons candidats pour le processus de fermentation
laitiere comme culture de démarrage primaire, les souches peuvent étre utilisées comme cultures

d'appoint selon d'autres propriétés (Ayad et al ., 2004).

32



Partie Expérimentale

3- Activité protéolytique :

L'apparition des zones claires du l'activité protéolytique dans le milieu de gélose au lait écrémé
était facilement détectée. L'activité protéolytique des souches mésophiles ne différent pas beaucoup
entre les 30 souches étudiées a l'exception d'une seule souche de Leuconostoc qui émerge de

I’ensemble des souches en raison de leurs plus grandes zones.

En réalité, un examen du rapport (halo / colonie) montre que cette souche présente une activité
maximale contrairement aux autres qui ont une faible activité protéolytique. Ceci indique que les
souches LAB ont de trés faibles activités protéolytiques, conformément aux conclusions d‘autres

enquéteurs sur LAB provenant d'autres sources (Hassaine et al., 2007).

L'activité protéolytique du LAB laitier est essentielle pour la croissance des organismes dans le
lait et elle est impliqué dans le développement des propriétés organoleptiques de différents produits

fermenteés (Hassaine et al., 2007).
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Selon les travaux de : (Abd El Gawad I., Abd El Fatah A., Al Rubayyi K., 2010, Egypte)

Echantillon : Rayeb traditionnel

I- Matériels et méthodes :

40 échantillons de lait Rayeb fabriqués par méthode traditionnelle ont été collectés de fagon
aseptique. Des échantillons ont été transportés au laboratoire en utilisant une glaciére et stockés

sous réfrigération a 4°C jusqu'a utilisation.
1- Isolement des bactéries lactiques:

10 ml de chaque échantillon de lait Rayeb ont été aseptiquement ajouté dans 90 ml de NaCl

(0,9%) stérile et bien mélange.

Des dilutions en série (10 * jusqu’a 10 ) ont été effectuées et 1 ml de dilution a été directement

inoculé en triple sur les milieux suivants :

a) Gélose MRS, incubée en anaérobie pendant 48h a 37°C pour l'isolement des Lactobacilli (De
Man et al., 1960).

b) Gélose M17, incubée en aérobie pendant 48h a 37°C pour l'isolement des lactobacilles, des

entérocoques et Streptococcus thermophilus (Therzaghi et Sandine, 1975).

c¢) Gélose MRS contenant 30 pg/ml de vancomycine (MRS + V) incubé en anaérobie pendant 72h a
25°C pour I'isolement du Leuconostoc (Florez et al., 2006).

Aprés incubation, toutes les colonies représentant 15 a 20 colonies ont été encore purifiées par

stries successives sur la gélose correspondante.

170 isolats purifiés ont été obtenus a partir des échantillons de Rayeb. Ces isolats ont été
conservés dans du lait écrémé stérile supplémenté avec 15% (v/v) de glycérol agent cryoprotecteur

et conservé a -20°C jusqu'au moment des tests.

2- ldentification des bacteries lactiques :

2-1. Caractérisation préliminaire des isolats:

Tous les isolats ont été examinés au microscope aprés la coloration de Gram (Sneath et al.,

1986). Activité de catalase et production de CO2 a partir du glucose ont été également déterminées
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pour identifier le genre des isolats. Uniquement les isolats a Gram positif et catalase négative ont

été identifiés au niveau des especes (Harrigan et McCance, 1976).
2-2. Test de catalase:

Une goutte de peroxyde d'hydrogene (3%) a été placée sur une lame microscopique propre. Un

montant visible de croissance bactérienne a été ajouté. Les deux étaient mélangeés et observés.
2-3. Production de CO2 a partir du glucose:

50 pl de cultures d'une nuit ont été transférées dans les 8 ml de bouillon MRS et M17 contenant
des cloches Durham. Apres incubation pendant 5 jours a 30°C, I'accumulation de gaz dans les tubes

Durham a été prise comme preuve de la production de CO2 a partir du glucose.
2-4.  Systemes API:

Les bandelettes de test APl 50 CHL (Biomerieux, France) ont été utilisées pour I'identification
des lactobacilles, lactocoques, leuconostocs, pediocoques et Str. thermophilus alors que I'API 20
STREP (Biomerieux, France) a été utilisée pour les tests enzymatiques et profils de fermentation
des glucides des entérocoques. Le systeme API a été utilisé selon les instructions du fabricant. La
base de données de I’API LAB PLUS (Bio Merieux, France) a été utilisée pour I’interprétation des

résultats.

3- Tests de performance:

3-1. Production d'acide:

La capacité de production d'acide a été testée par inoculation des cultures de 24h avec 10% de lait

écrémé, incubation a 30°C. L'acidité était déterminée toutes les 1h a 7h d'incubation.
3-2. Activité antibactérienne:

Les isolats LAB ont été testés pour leur activité antibactérienne par la méthode de diffusion de

puits d'agar (Varadaraj et al., 1993).

Les souches indicatrices utilisées ont été E. coli et S. aureus. Les souches pures ont été cultivées
dans des bouillons et ont été ajoutées a 0,1ml dans chaque puits et les boites de Pétri ont été
maintenues a 4°C pendant 2h pour faciliter la diffusion de la culture. Les boites ont ensuite été
incubées a 37°C pendant 24h.
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Les boites ont éte vérifiees pour les zones d'inhibition entourant les colonies de souches
productrices (Geis et al., 1983).

- Résultats et discussion:

1- Isolement et identification du LAB:

Les bactéries lactiques étaient le groupe microbien prédominant dans le lait Rayeb, qui est
important en raison de role qu'elles jouent dans les processus de fermentation et production d'acide
lactique et le réle antimicrobien ainsi que son utilisation potentielle comme démarreur de lait Rayeb

en production standardisée.

Pour cette raison, les souches LAB ont été isolées et identifiées. 170 LAB isolées des échantillons

de lait Rayeb ont éte identifiées phénotypiquement.

Les isolats ont été regroupés sur la base de la coloration de Gram (forme cellulaire, arrangement

cellulaire), de la catalase, production d'acide et la production de gaz a partir du glucose.

Sur la base des caractéristiques phénotypiques, la majorité des isolats étaient Gram positif et

catalase négative.

Le tableau N°01 résume les résultats décrits ci-dessus et distribution d'isolats provenant des
différents milieux: 67 isolats sur gélose M17, 57 isolats sur gélose MRS et 46 isolats sur gélose
MRS + V.
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Tableau 01: Groupement des souches représentatives de LAB isolées a partir de lait Rayeb

traditionnel utilisant des différents milieux.

Genre Milieu de culture Totale
M17 MRS | MRS+V

Streptococci 25 4 2 31
Lactobacilli - 46 4 50
Leuconostoc - 5 40 45
Enterococci 32 2 - 34
Aerococci 10 - - 10
Totale 67 57 46 170

Les milieux de culture utilisés pour le comptage des différents groupes de bactéries lactiques:
M17 pour streptocoques, MRS pour lactobacilles, MRS + vancomycine (ug /ml) pour Leuconostoc
Spp

La sélectivité du milieu MRS était de 92,0% pour Lactobacilli et moins de 10% pour les autres
genres, tandis que la sélectivité de milieu MRS + V était de 88% pour Leuconostoc et inférieure a

10% pour les autres genres.

La figure 08 illustre la distribution au niveau du genre, 170 LAB identifié a partir du lait Rayeb.
Les isolats ont été divisés en cing genres: les lactobacilles (30%), leuconostocs (26%), entérocoques

(20%) streptocoques (18%) et aerocoques (6%)

Des résultats similaires ont été rapportés par Savadogo et al .,(2004) et Harun-ur-Rashid et
al .,(2007). lls ont identifié six genres de lait fermenté traditionnel : Leuconostoc, Lactococcus,

Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus et Pediococcus.
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Figure 08 : Distribution de LAB au niveau du genre isolé de lait Rayeb traditionnel en Egypte.

La dominance du Lactobacillus parmi les souches isolées est conforme a la découverte d'El-

Shafei (2002), comme le lait Rayeb est I'hétérogene mélange de différents micro-organismes.

2- ldentification du LAB au niveau de I'espéce:

Les LAB isolées ont été identifiées sur la base de leurs caractéristiques morphologiques,
production du gaz et d’acide a partir du glucose et de lactose (tableau 02). Sur la base des
caractéristiques phénotypiques et interprétation de la base de données API, 38 souches ont été
identifiées de maniere satisfaisante, dont 22 ont été identifiées a I'aide d'un profil sucre -
fermentation APl 20 STREP et 16 ont été identifiées a l'aide de I'API 50 comme montré dans le
tableau 02.

Ces souches étaient provisoirement identifiees comme Str. thermophilus, Lb. bulgaricus, Lb.
helviticus, Lb. acidophilus, Lb. delbuerkii, Leu. cremoris, Ent. faecium, Str. durans, Str.

acidomonas et Aer. viridans.
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Tableau 02 : Caractérisation morphologique et physiologique de LAB isolé du Rayeb traditionnel.

Espéces Nombre Forme des Coloration de Catalase | Acidea | Acide a CO2a | Arrangement
cellules Gram partir partir partir cellulaire
d’isolat du du du
glucose lactose glucose
Ent. faecium 11 Sphérique (12) + - A A 2/9 Paire et
chaine courte
Aer. viridians 7 Cocci )+ - + + 1/6 Isolé et paire
Str. 4 Sphérique 4) + - + + 0/4 Courte chaine
acidomonas
Lb. 4 Rond 4) + - + + 0/4 Isolé, paire et
bulgaricus chaine courte
Lb. 3 Rond 3) + - + + 0/3 Isolé, paire et
acidophilus chaine courte
Str. 3 Sphérique ?3)+ - + + 0/3 Paire et
thermophilus longue chaine
Lb. 2 Rond ) + - + + 0/2 Isolé, paire et
delbuerkii chaine courte
Leu. 2 Cocci 2) + - + - 2/0 Paire et
cremoris chaine courte
Lb. helviticus 1 Rond @ + - + + 0/1 Isolé, paire et
chaine courte
Str. durans 1 Cocci @ + - + + 0/1 Paire et courte

chaine

(+) toutes les souches positives, (-) toutes les souches négatives,

négatives

(- / -) nombre de souches positives /

Tableau 03 représente les résultats APl des souches isolées, basé sur l'identification APl 20

STREP, 11 isolats (28,9%) ont été enregistrés comme Ent. faecium, 7 isolats (18,4%) comme Aer.

viridans et 4 isolats (10,5%) comme Str. acidominimus (tableau 03).

Le haut pourcentage d'Ent. faecium est un indicateur clé dans le rble des processus de

fermentation joué par ces bactéries dans le lait Rayeb (tableau 03).
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Les souches de Lactobacillus (26,3%) ont éte classées en 4 espéces. Lb. bulgaricus était I'espece
prédominante (10,5%) suivie de Lb. acidophilus (7,9%), Lb. delbuerkii (5,3%) et Lb. heliviticus
(2,6%).

Beukes et al.,(2001) et Harun-ur-Rashid et al .,(2007) ont signalé que 5 genres de LAB
(Streptococcus, Lactobacillus, Enterococcus, Leuconostoc et Lactococcus) ont été trouves dans des

fermentes traditionnelles du lait sud-africain.

Parmi les autres espéces trouvées dans le Rayeb, Str.thermophilus qui représente 7,9% tel
qu'identifié par I'API 50 CHL. Deux des 38 représentants les isolats (5,3%) ont été identifiés comme

Leu. Mesenteroides subsp. cremoris.

Les analyses représentant ces isolats (38 isolats) ont montré que 2,6% appartenait a I'espece

Enterococcus durans.

La prédominance des genres de Lactobacillus en raison de ces types de bactéries est généralement

associée aux conditions climatiques chaudes de régions productives (Cueto et al., 2007).

Tandis que des souches de Leuconostoc ont été trouvées a un faible niveau car sont des bactéries
mésophiles, complexes nutritionnelles exigences et montrent une faible compétitivité pendant la
fermentation du lait (Mathara et al., 2004).

Toutes ces espéces identifiees peuvent contribuer a la qualité du lait fermenté traditionnel Rayeb

par production d'acide, de saveur et d'ardme.
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Tableau 03 : Résultats API de souches isolées

Especes identifiées a

Nombre des souches

Frequence (%) au

Frequence (%) dans

I'aide d'un systeme identifiées total le genre
d'API

Ent. faecium 11 28.9 100
Aer. viridans 7 18.4 100
Str. acidomonas 4 10.5 50
Lb. bulgaricus 4 10.5 40
Lb.acidophilus 3 7.9 30

Str. thermophilus 3 7.9 37.5
Lb. delbuerkii 2 5.3 20
Leu. cremoris 2 5.3 100
Lb. helviticus 1 2.6 10
Str. durans 1 2.6 125

3- Propriétés technologiques des isolats LAB:

Etude des propriétés technologiques des LAB isolées du Rayeb traditionnel est un critere

important pour la sélection des cultures de depart utilisées dans la production standardisée de

Rayeb.

3-1. Activité acidifiante:

Le tableau 04 montre les activités technologiques des isolats du lait Rayeb traditionnel

(production d’acide et activité antibactérienne).
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Les souches Nombre des | Activite antibactérienne Acidification et
isolats coagulation
E.coli S.aureus
- + - + 3h 4h 5h

Ent. faecium 11 11 - 11 - -0.37 | -0.48 | +0.71
Aer. viridans 7 7 - 7 - -0.38 | -0.42 | +0.52
Str.acidomonas 4 - 4 - 4 -0.44 | +0.65 | +0.73
Lb. bulgaricus 4 3 1 2 2 -0.36 | -0.59 | +0.81
Lb. acidophilus 3 3 - 3 - -0.35 | +0.63 | +0.81
Str. thermophilus 3 3 - 3 - -0.25 | -0.50 | +0.58
Lb. delbuerkii 2 2 - 2 - -0.43 | +0.73 | +0.79
Leu. cremoris 2 1 1 2 - -0.19 | -0.25 | -0.28
Lb. helviticus 1 1 - 1 - +0.65 | +0.97 | +1.5
Str. durans 1 1 - 1 - +0.38 | +0.46 | +0.65

Les résultats ont révélé que I’activité acidifiante de Lactobacillus était plus élevée que l'activité

des autres espéces.

Les donnees du tableau 04 montrent un exemple typique de 10 cultures avec différents taux
d'acidification. L'acidité était plus élevée a 5h surtout pour Lb. helveticus qui atteint le maximum
(1,5%).

Toutes les souches de Lb. bulgaricus, Lb. acidophilus et Lb. delbuerkii sont considérées comme

des producteurs d’une acidité titrable plus élevée qui atteint 0,79-0,81%.

La capacité acidifiante des isolats obtenus du Str. thermopilus étaient relativement homogeénes,

apres incubation de 5h.
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Cependant, les valeurs étaient autour de 0,58% aprées 5h. La vitesse d'acidification était lente par
comparaison avec les isolats de Lactobacillus. Celles-ci les résultats sont en accord avec Badis et
al .,(2004).

Parmi les autres souches isolées trouvées dans la présente étude sont Ent. faecium, Aer. viridans,
Str. acidomonas et Str. durans qui ont produit de Il'acidité variait entre 0,52 et 0,73% aprés 5h

d’incubation.

Une activité acidifiante lente a été trouvée dans isolats de Leuconostoc. Ce genre est

hétérofermentaire et sensible a la croissance a faible pH (Kihal et al., 1996).

L'activité acidifiante de chaque souche est liée a sa capacité spécifique a se décomposer les
substances présentes dans le milieu et capable d'assimilation. Parfois, des différences sont en raison

de la présence ou de I'absence de systémes de transport des nutriments (Albenzio et al., 2001).

A partir du tableau 04, on peut remarquer que Lb. helveticus n'a provoqué que la coagulation du
lait apres 3h.

Cependant, toutes les souches isolées sauf Leu. cremoris ont provoqué la coagulation du lait apres
5h avec taux différent de production d'acide.

Coagulation du lait par les souches LAB montre leur potentiel en tant que démarreurs d'appoint

dans la production de lait fermenté.
3-2. Activité antibactérienne:

La culture du LAB, qui comprenait 38 isolats des genres Lactobacillus, Streptococcus,
Leuconostoc, Enterococcus et Aerococcus isolés du lait Rayeb traditionnel a été testée par méthode

de diffusion pour savoir si les métabolites antibactériens sont produits.

Dans le Tableau 04, il pourrait étre remarqué que Str.acidomonas, Lb. bulgaricus et Leu cremoris

ont montré I’activité antibactérienne contre les souches indicatrices d’E.coli et S. aureus.

Parmi les souches de Lb. bulgaricus, une seule souche a montré une activité antibactérienne

contre E. coli.

Ce suggere que les propriétés antimicrobiennes de ces souches peut réduire le nombre d'autres
micro-organismes indésirables dans les produits laitiers ainsi que d'effectuer rbles essentiels dans la

conservation du produit pour la consommation humaine (Mufandaedza et al., 2006)
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Protocole mené par :(Dahou A., Homrani A., Bensaleh F., Medjahed M., 2015, Naama-
Algérie).

Echantillon : I’ben
I- Matériel et méthodes

Dans notre expérimentation, nous avons utilisé le matériel biologique suivant : Fromage frais type
J’ben. Des échantillons de fromage ont été prélevés aseptiquement dans des récipients stériles des
différentes fermes des villes de Khabaza, Touadjer et Fortassa de la wilaya de Naama et conservés a

basses températures jusqu’a la mise en route des analyses expérimentales au laboratoire.
1- Origine des échantillons de J’ben :
Les fromages récupérés des différentes exploitations sont comme suit :

-1 ¢ Exploitation du village Khabaza de la commune d’Elbiodh de la wilaya de Naama : Fromage

frais traditionnel type J’ben avec du lait de brebis de race Rembi

-2 ®Me Exploitation de la commune de Touadjer de la wilaya de Naama : Fromage frais traditionnel

type J’ben avec du lait de vache de race la brune de I’ Atlas

-3 eme Exploitation de la commune Sfissifa de la wilaya de Naama : Fromage frais traditionnel type

J’ben avec du lait de chévre de race Arabia.

Les fromages récupérés sont issus d’un cheptel de race locale ; d’un systeéme d’¢levage extensif et
traditionnel. La collecte du lait est manuelle, précédée d’un nettoyage des mamelles. Les
échantillons de J’ben collectés ont subi des analyses physico-chimiques du pH de la matiére seche,

de la matiere grasse et du taux d’humidité.
2- Méthodes d’appréciation de la flore lactique du J’ben :

Les méthodes d’appréciation de la flore lactique du J’ben ont été établies par approche classique

par des cultures sur milieu M17 et MRS dépendantes.
3- Analyses microbiologiques :

La solution mére a été préparée en réalisant une dilution au dixieme. A partir de cette solution
meére, des dilutions décimales adaptées a 1’échantillon ont été effectuées. Des aliquotes ont été
prélevées et étalées sur milieu mixte de Man-Rogosa-Sharpe (MRS) agar (additionné d’acide

sorbique), et de M17 agar additionné d’acide sorbique et incubés a 30°C et 45°C en condition
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d’anaérobie pendant 48-72 heures. Les colonies ont été comptées pour chaque dilution pour

déterminer le nombre UFC/g.

Trois répétitions d’analyse de la flore lactique totale ont été réalisées sur les 03 échantillons de

J’ben et cela dans le but de déterminer la dominance des bactéries lactiques pour chaque fromage.
4- Pré-identification :

La pré-identification a comporté des tests rapides qui permettent I’orientation de 1’identification

par 1’étude morphologique des bactéries lactiques sur un aspect macroscopique et microscopique.

Observation microscopique a 1’état frais : ’examen direct a I’état frais a permis d’apprécier la

morphologie des bactéries, leurs groupements, leur abondance et observer leur mobilité.
5- Caractérisation biochimique et identification phénotypique des isolats obtenus :

Les colonies apparemment caractéristiques des groupes bactériens a étudier ont été caractérisées
biochimiquement comme suit : isolats purifiés différenciés par la recherche de la catalase et la

coloration de Gram.

Les bactéries bacilles ou coques, Gram-positives et catalase négative ont été retenues comme
¢étant des bactéries lactiques. L’identification des souches s’est basée sur les techniques classiques
de microbiologie basées sur la recherche d’un certain nombre de caractéres morphologiques,

physiologiques et biochimiques. Toutes ces techniques ont été décrites par Badis et al .,(2005).
6- Etudes de quelques aptitudes technologiques des isolats :
6-1. Activité antibactérienne :

Ce test consiste a étudier 1’activité inhibitrice des bactéries lactiques isolées vis-a-vis des souches

indicatrices : il s’agit de trois souches : Escherichia coli, Salmonella et Staphylococcus aureus.
6-2. Pouvoir protéolytique :

Pour déterminer 1’activité protéolytique des bactéries lactiques, la gélose MRS additionnée de lait
écrémé a 10% a été coulée, solidifiée et séchée puis des disques de papier wattman stérile ont été
déposés en surface de la gélose. Chaque disque recoit un volume de 20 pL d’une culture jeune.
Aprés une incubation a 37 °C pendant 24h, la protéolyse est révelée par des zones claires autour des

disques.
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- Résultats et discussions :

1. Analyses physico-chimiques du fromage :

Les valeurs moyennes des parametres physico-chimiques obtenues dans 1’étude sont en

adéquation avec ceux obtenues par Mennane et al .,(2007).

La grande variabilité observée pour les fromages traditionnels Algériens et méme sur la base de

données limitées refléte la typicité des transformations laitiéres traditionnelles a chaque région, cela

nécessite une caractérisation de ces produits laitiers traditionnels en respectant la spécificité de

chaque fromage dont le J’ben par région du pays.

Tableau 05 : Incidence des bactéries lactiques dans les différents échantillons de J’ben

Origine du fromage

KHABAZA NAAMA

TOUADJER NAAMA

FORTASA
NAAMA

Type du fromage

J’ben de brebis

J’ben de vache

J’ben de chévre

Analyses réalisées

Gras/sec : G/S % 25 18 24
pH 4,57 4,62 4,81

Eau (g/1009) 72 66 58

Matiere séche (g/1009) 28 34 42

Matiére grasse (g/1009) 7 6 10
UFC/g 108 2 10 5 104

Especes apparentées

Enterococcus 50%
Lactococcus 35%
Pediococcus 15%

Enterococcus 70%
Lactococcus 30%

Lactobacillus 60%
Lactococcus 25%
Leuconostoc 10%
Pediococcus 5%

Isolats

3

4

Le Tableau 05 montre que les bactéries lactiques sont présentes dans les 03 échantillons de J’ben

analysés a des dénombrements respectifs de : 2 106 UFC/g pour le fromage I’ben de vache, 5 10°

UFC/g pour le fromage J’ben de chévre et 108 UFC/g pour le fromage J’ben de brebis.

La dominance des bactéries lactiques pour chaque fromage est comme suit : Pour le J’ben de

brebis on remarque une dominance a 50% par des Enterococcus, 35% Lactococcus et 15%
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Pediococcus alors que le J’ben de vache est dominé a 70% par Enterococcus et 30 % par

Lactococcus.

Cette observation est en accord avec celle déja décrite par Boubekri et Ohta,(1996). Le J’ben de

chévre est a 60% Lactobacillus, 25% Lactococcus, 10% Leuconostoc et 5% Pediococcus.

Cependant toutes les études menées a ce jour par plusieurs auteurs Aissaoui et Zidoune,(2006);
Ouadghiri et al .,(2009) ont décrit comme espéces majoritaires et par ordre Enterococcus,

Lactococcus, Leuconostoc et Lactobacillus dans surtout le J’ben préparé a base de lait de vache.

Or dans le cas de cette étude, la dominance est différente par fromage ; variabilité liee au lait
utilisé issu d’un cheptel varié (cheptel de vache laiti¢re locale «Brune de 1’atlas», de brebis «Rembi
» et de chévre « Arabia ») donnant ainsi des variantes génétiques des lacto-protéines du lait se
répercutant ainsi sur la qualité de la flore lactique. Tout cela est en conformité avec les résultats de
Monnet et al .,(2008).

Dans tout cela, le J’ben de vache a la méme tendance sur le plan dominance des especes

bactériennes lactiques avec les résultats des études faites.

A partir des 03 échantillons de fromage, ils ont obtenu 09 isolats décrite dans le Tableau 05 et qui
ont été rattachés a chaque J’ben suivant la qualité du lait utilisé. Le nombre se détermine avec la
qualit¢ de I’échantillonnage en relation avec le nombre d’exploitations d’¢levage et de

transformation comme décrite par Benkerroum et Tammime,(2004).
2. Analyses microbiologiques :

Les bactéries lactiques ont été dénombrées dans tous les échantillons de fromage étudiés. Leur
nombre varie de 5 108 UFC/g a 108 UFC/g .Cette différence de nombre de bactéries lactiques dans
les échantillons analysés est le résultat de la variabilité des laits utilises crus dans la fabrication de

ces fromages.
3. Pré-identification :

La micromorphologie des espéces isolées va de coques diplocoques et en chainettes pour les
entérocoques lactiques, de coques diplocoques et en chainettes pour les lactocoques, de coques
ovales en chainettes pour les leuconostocs, de coques en tétrades pour les pédiocoques, de bacilles
filamenteux pour le lactobacille thermophile et de petits bacilles en chainettes pour le lactobacille

mésophile avec une observation microscopique x1000.
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Cette approche micro-morphologique a été décrite sur la base des techniques déja établies par

Gusils et al .,(2010).

Tableau 06: Les milieux utilisés et les conditions d’incubation pour I’isolement des bactéries

lactiques
Microorganismes Milieux Température Durée (h) Incubation
d’isolement °C
Entérocoques M17 45 72 Aérobiose
lactiques pH =6,5
Lactocoques M17 30 72 Aérobiose
pH =6,5
Leuconostocs Milieu hypersalé 30 72 296 Aérobiose
6,5%
pH=95
Pediocoques M17 30 72 Aérobiose
pH =6,5
Lactobacilles MRS 30 12 Aérobiose a
mésophiles pH=6¢et55 Anaérobiose
Lactobacilles MRS 45 72 Anaérobiose
thermophiles pH=6¢et55

La caractérisation a porté surtout sur certains facteurs de croissance telle que la température
d’incubation et le pH optimal. En comparaison des paramétres de croissance des bactéries lactiques

définis par Mennane et al .,(2007).

On a déterminé que les leuconostocs se développent a une température variable entre 18 et 30°C
avec un optimum a 30°C, une incubation en aérobiose et une tolérance aux variations des

concentrations ioniques.

Ces bactéries acceptent des concentrations allant jusqu’a 6,5 % de sel mais non obligatoire pour
leur croissance. Ces espéces de leuconostocs peuvent étre apparentées a Leuconostoc mesenteroide
puisqu’en plus de leur tolérance des milieux hypersalés, préférent un pH alcalin de 9,6 par rapport a
la majorité des bactéries lactiques neutrophiles qui se développent a un pH compris entre 5,5 et 6,5
avec un optimum voisin de 6,5 sauf pour les espéces Lactobacillus acidophiles qui se multiplient

mieux dans les milieux acides a des pH de 4,5 soit le cas des 02 Lactobacillus isolés.

D’un autre coté, les lactobacilles et les leuconostocs, bactéries lactiques hétéro-fermentaire sont

dégagé du gaz carbonique CO2 , pour la premiere espéce une concentration de 5-10% stimule sa
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croissance cela est en adéquation avec les résultats de El-Baradei et al .,(2008) et pour la deuxiéme
espéce cette caractéristique est soit déclarée comme accident de fabrication suite au probléme des
trous précoces dans les jeunes fromages fabriqués ou bien recommandée pour certaines

technologies fromagéres a I’exemple du fromage roquefort.

Tableau 07 : Caractéres morphologiques et physiologiques des genres présumes des bactéries

lactiques isolées

Macro-morphologie Milieux d’isolement Température °C Groupes
Colonies blanches, Coques — diplocoques 45 Entérocoques lactiques
rondes ou lenticulaires et en chainettes
Colonies blanches, Coques — diplocoques 30 Lactocoques
rondes ou lenticulaires et en chainettes
Colonies transparentes Coques ovales en 30 Leuconostocs
tres petites rondes chainettes
Colonies lisses arrondies Coques en tétrades 30 Pediocoques
grisatres ou blanchéatres
Petites colonies Petits bacilles en 30 Lactobacilles
blanches, rondes ou chainettes mésophiles
lenticulaires
Petites colonies blanches | Bacilles longs enroulés 45 Lactobacilles
a centre marron et ou filamenteux isolés thermophiles
bombé ou en chainettes

D’un autre coté, en plus des milieux d’isolement utilisés soit le M17 pour les formes coques et
MRS pour les formes en bacilles ; milieux qui doivent satisfaire leurs besoins nutritifs et
énergétiques, un bouillon BEA utilisé pour la caractérisation des entérocoques lactiqgues comme
énoncé par Bouton et al.,(2006) a été déterminant par le développement d’un trouble

caractéristique par rapport aux témoins des autres especes en forme coques.

Les autres bactéries lactiques isolées dont les lactobacilles mésophiles, lactocoques et les
pédiocoques ont un optimum de croissance a une température de 30 °C et a un pH neutrophile de

6,5 et une tolérance d’un pH de 4,5 pour le lactobacille mésophile.
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Le lactobacille thermophile tolere un optimum en température de 45 °C et un pH de croissance de

6 et une tolérance acidophile de 4,5 comme déja noté par Mallet et al .,(2010).

Tableau 08 : Profil physiologique et biochimique des souches lactiques isolées
Souche / Enterococcus | Lactococcus | Leuconostoc | Pediococcus | Lactobacille | Lactobacille
Caractere mésophile | thermophile
Gram A A A T T +
Forme Coque Coque Coque Coque Bacille Bacille
Catalase - - - - - -
Croissance - + + + + +
a30°C
Croissance A - - - - +
a45°C
Croissance + + + + + +
a6,5%
NacCl
Croissance - - - - + +
apH=45
Croissance + + + + + +
apH=6,5
Croissance - - A - - -
apH=9,6
Croissance + - - - - -
sur BEA

Biochimiquement les isolats sont catalase négative et de Gram positif ce qui est caractéristique

des bactéries lactiques.
4. Etudes de quelques aptitudes technologiques des isolats :
4-1. Activité antibactérienne :

L’activité antibactérienne comme décrite par Ammor et al .,(2006) en milieu agar nutritif testée
d’une part sur des souches indicatrices d’altération d’Escherichia coli et d’autre part de
Staphylococcus aureus et de Salmonella a révélé un pouvoir antagoniste des souches isolées avec
une inhibition totale de Staphylococcus aureus par toutes les espéces isolées et partielle de

Salmonella pour les genres présumés Enterococcus, Lactococcus et Leuconostoc.
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4-2. Pouvoir protéolytique :

Selon Veuillemard (1986), la souche est dite protéolytique si elle présente une zone de lyse sur le

milieu utilisé agar-lait et leurs souches isolées se sont révélées protéolytiques dont le diamétre des

zones de protéolyse étaient compris entre 6,5 et 12 mm.

Tableau 09 : Activité antibactérienne des souches isolées sur des germes pathogenes.

Souches isolées Escherichia coli Staphylococcus aureus Salmonella
Halo en mm Halo en mm Halo en mm
Enterococcus 0 11 8
Lactococcus 0 16 12
Lactobacille 0 7 0
thermophile
Lactobacille 0 9 0
mésophile
Leuconostoc 0 10 14
Pediococcus 0 6 0

En tenant compte du rapport des experts de 1’organisation mondiale de gastro-entérologie et les

recommandations pratiques de Kaufmann et al .,(2008), leurs espéces présumées de Lactobacillus

et Lactococcus peuvent étre incluses dans le groupe des probiotiques.

Figure 09 : Activité antibactérienne des souches isolées.
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Tableau 10 : Activité protéolytique des souches de bactéries lactiques isolées.

Souches isolées

Observations

Diamétre en mm

Numéro de I’halo

Enterococcus Croissance avec 6,5 7
protéolyse

Lactococcus Croissance avec 12 8
protéolyse

Lactobacille Croissance avec 7 8S
thermophile protéolyse

Lactobacille Croissance avec 8 9
mesophile protéolyse

Leuconostoc Croissance avec 8,5 6
protéolyse

Pediococcus Croissance avec 10 5

protéolyse

Le genre présumé Lactococcus est fortement protéolytique comparativement aux autres. Cela

démontre les potentialités différentes des bactéries lactiques liées a leur équipement enzymatique

pour Iutilisation de la fraction azotée.

Figure 10 : Activité protéolytique des souches de bactéries lactiques isolées.
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Les diverses activités évaluées sont de tres bons indices afin de recomposer de nouveaux ferments
ayant des aptitudes technologiques donnant des fromages caractéristiques de trés bonne qualité
nutritionnelle et organoleptique.

I11-  Conclusion générale :

Les résultats de ces travaux ont montré que plusieurs especes et genres de LAB peuvent étre
isolés du lait de vache fermenté algérien " L'ben . Une dominance de 80% des entérocoques, 13%
des leuconostocs et 7% des lactocoques a été détectée. Ces isolats ont montré des propriétés
technologiques intéressantes notamment pour les souches de Leuconostoc mesenteroides, ces

derniéres pourraient étre utilisées comme point de départ dans la fabrication des produits laitiers.

L’¢étude sur le Rayeb a montré que les bactéries lactiques sont la microflore dominante, qui a un

effet significatif sur la qualité globale du lait Rayeb.

L’¢étude du J’ben réalisée a apporté une approche confirmative sur la composition de I’écosysteme
microbien lactique du J’ben issu des zones steppiques de 1’ Algérie et plus précisément de la wilaya

de Naama.

Ces produits dérivés du terroir d’une transformation traditionnelle des laits crus d’un cheptel
différent et de race locale montrent cette grande diversité d’especes qui dépend d’une méme région
et détroit exploitations d’¢élevage. La comparaison des résultats avec ceux cités dans la bibliographie
sur des produits similaires permet de conclure que notre pays dispose d’un écosystéme microbien
lactique riche et que nos produits laitiers traditionnels peuvent étre une source non négligeable
d’especes microbiennes soit en flore lactique ou en flore d’affinage avec des propriétés

technologiques trés intéressantes.

La divergence des résultats peut étre expliquée d’une part par les conditions climatiques et
géographiques différentes, d’autre part par la qualité des laits crus utilisés dans la transformation
obtenue de lactations différentes ; d’un cheptel diversifié et par la qualité de la nourriture selon les
saisons sans oublier la qualité et la quantité de 1’échantillonnage utilis€ pour la réalisation des
études etablies. On observe la méme tendance ; Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc et

Lactobacillus sont les bactéries lactiques les plus fréeqguemment rencontrées.

Des especes telles que Lactococcus et Lactobacillus sont devenues rares dans les pays
industrialisés et méme certaines especes de Leuconostoc et de Pediococcus sont fréquentes dans nos
fromages traditionnels ce qui contribue a I’enrichissement du créneau et a la connaissance de leur

écologie.
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Conclusion et perspectives :

Depuis I’antiquité, les bactéries lactiques ont étés utilisées pour la fabrication et la conservation

d’aliments.

Cette étude nous a permis d’avoir une idée sur la composition de la flore microbiologique en

bactéries lactiques de quelque produits laitiers traditionnels (L ben, Rayeb, J’ben).

Le but de notre étude est de mettre en place une collection de souches lactiques extraite de
produits laitiers fermentés traditionnellement ayant des potentiels technologiques pour un usage

industriel.

L’évaluation de ces aptitudes a mis en évidence I’existence de bonnes fonctionnalités
technologiques chez les isolats testés. Cependant, ces pouvoirs varient selon le genre et I’espéce de
la souche, méme au sein d'une méme espéce, qui luis conférent les propriétés organoleptiques et

particulieres aux produits laitiers fermentés.

Ceci nous permet de conclure que nos souches testées peuvent étre utilisée comme starter dans les
fermentations industriels dont le but produire des composés aromatiques, pour une protéolyse et
dans la coagulation par leurs aptitudes de diminue le pH de milieu.

Les résultats de notre recherche assez intéressants ouvrent de nouvelles perspectives, donc pour
compléter ce travail sur la flore lactique de produits laitiers :

- Faire une étude sur le pouvoir lipolytique et antioxydant des souches.

- Il serait intéressant de tester la résistance des LAB aux antibiotiques.

Nous espérons donner suites a ces travaux afin de compléter I’identification génotypique des
souches de bactéries lactiques isolées et aussi d’identifier les substances antimicrobiennes car pour
cela la réalisation d’une série de test est impérative a savoir peroxyde, et I’effet des enzymes
protéolytiques qui pouvant confirmer que la nature de cette substance pourrait étre une bactériocine

afin de I’intégrer dans le domaine pharmaceutiques ou agroalimentaires.
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Annexe

Milieu MRS (De Man, Rogosa and Sharpe, 1960)

Extrait de levure
Extrait de viande
Peptone

Acétate de sodium
Citrate de sodium
Glucose

KH2PO4

MgSOs4

MnSO4
Cystéine-HCI
Agar

Eau distillee

pH 6,8

5¢
10g
109
5¢

5¢
209
29
0,259
0,059
0,5g
20¢
1000ml

Autoclavage 120°C, 20 min.

MILIEU M17 (TERZAGHI ET SANDINE, 1975)

Peptone de caséine 10g
Peptone pepsique de viande 2,59
Peptone papaine de soja 5¢
Extrait de levure 2,59
Extrait de viande 5¢
B-glycerophosphate 19¢
MgSO4 0,25¢g
Lactose 59
Acideascorbique 05¢9
Agar 209
Eau distillée 1000ml
pH 7,2

Autoclavage 120°C, 20 min.
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Annexe

GELOSE NUTRITIVE

Extrait de levure

Extrait de viande

Peptone

Chlorure de sodium

Agar

Eau distillee

pH 7,4

Autoclavage 120°C, 20 min

LAIT ECREME
Lait écréme
Extrait de levure
Eau distillée
pH7
Autoclavage 120°C, 20 min.

EAU PHYSIOLOGIQUE

Chlorure de sodium

Peptone

Eau distillée

pH7

Autoclavage 120°C, 20 min.

BOUILLON BEA : (Bile-Esculine-Azide)
Tryptone
Peptone
Extrait de levure
Bile de beeuf déshydratée
Chlorure de sodium

Esculine

15¢
1000 ml

109
0549
1000 ml

8,549
0549
1000 ml

179
39
5¢
109
5¢
lg
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Annexe

Citrate de fer et d’ammonium 0549
Azoture de sodium (NaN3) 0,15¢g
Agar 159
pH7,1+0,2
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