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Introduction

Introduction

Le dromadaire (Camelus dromedarius) est un animal particuliérement adapté aux rudes
conditions qui existent dans plusieurs régions du monde, notamment dans les zones steppiques
et désertiques du Sahara algérien (RUTAGWENDA et al, 1989; MAHBOUB et al, 2010).
Cet animal jouait un role considérable dans le développement de 1’économie régionale des
zones arides, par ses productions et services variés (ISSELNANE, 2014).

Parmi ses productions, le lait de chamelle, est un aliment hautement nutritif par sa
richesse en glucides, lipides, vitamines et sels minéraux, en raison de sa valeur nutritionnelle
¢élevée, il connait un regain d’intérét ces derniéres années (KATINAN et al, 2012).
Habituellement, ce lait est consommé a 1’état cru, mais a cause du manque des moyens de
réfrigération, une grande quantité de ce lait se fermente et se transforme en produits dérivés
(SIBOUKEUR, 2007).

Traditionnellement, les dérivés du lait de chamelle fermenté sont utilisés comme agent
thérapeutique pour de nombreux probléemes de santé a travers le monde (SOLANKI et HATI,
2018). Parmi ces dérives, le S’men ou le Shmen est un beurre populaire trés utilisé dans le
Sahara algérien par les Touaregs (tribu nomade du Sahara). On pense que le S’men camelin a
des propriétés médicinales et des propriétés laxatives pour 1’appareil gastro-intestinal inconfort
dans différentes parties du monde (FAO, 1990). La fermentation est assurée par le
développement de la flore lactique, ce qui donne une préservation de long durée et des
caractéristiques originales a ce produit (RAO et al, 1974 ; LAIRINI et al, 2014).

Les bactéries lactiques jouent un r6le important dans la fermentation, la conservation
des aliments, 1’amélioration de caractéres gustatifs et organoleptiques, en effet de leur richesse
en composants biodégradables tel que (lactose, protéines et lipides).D’autre part elle réduit le
nombre ou inhibe la croissance des pathogénes dans les produits alimentaires par la production
des bactériocines(OSULLIVAN et al, 2002) .L’isolement des bactéries lactiques a partir de
S’men camelin correspond a un sujet intéressent car peu d’informations sont disponibles dans
la littérature sur les microorganismes, ayant une importance technologique, isolées a partir de
S’men camelin.

Dans ce contexte, I’intérét de ce travail est d’isoler et identifier des bactéries lactiques
dans le S’men ¢€laborée a partir de lait camelin.

Notre manuscrit est structuré en trois parties. La premiere partie est consacrée a une
synthese bibliographique articulée autour d’un premier chapitre sur le lait de chamelle,

composition physico-chimique et organoleptique, les dérivés, sa microflore et les bactéries

-
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lactiques de lait camelin. Le deuxiéme chapitre sur les bactéries lactiques, leur taxonomie,
habitat, classification et leur principale caractéristique de différents genres.

Dans la deuxiéme partie du manuscrit nous exposons le matériel et les méthodes mis en
ceuvre dans le cadre de la réalisation de ce travail. Elle comporte les techniques d’identification
morphologiques, physiologiques et biochimiques des souches lactiques isolées et purifiées. La
troisieme partie du manuscrit est consacree aux résultats et discussion.

En terminant avec une conclusion générale qui englobe les résultats de ce travail.
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Chapitre | Le lait de chamelle et leurs dérivées

Chapitre I : Lait de chamelle et leurs dérivées
Généralités

Le lait de chamelle a été consommeé depuis des siecles par les peuples nomades pour sa
valeur nutritive et leurs propriétés médicinales. Actuellement, le lait de chamelle pasteurisé est
produit et vendu uniquement dans quelques pays, dont I'Arabie saoudite, Emirats arabes unis,
Kazakhstan, la Mauritanie et I'Algérie (DELL ORTO et al, 2001).

Le lait de dromadaire produit naturel fournit par la chamelle pour assurer les besoins du
chamelon, est un aliment complet et équilibré. 1l est renforceé par un systéme antimicrobien
rigide (SIBOUKEUR, 2007) et peut satisfaire les besoin de I'nomme en élément nutritifs de
base precités surtout en vitamine ; notamment la vitamine C (SAWAYA et al, 1984), ce qui lui
confére une importance particuliere en tant que source alimentaire irremplacable chez les

populations nomades.

1 Caractéristiques physico-chimiques et organoleptiques

Le lait de chamelle est généralement blanc opaque (YAGIL, 1982 ; FARAH, 2004) et
est d’un aspect moins visqueux que le lait de vache (KAMOUN, 1990 ; SBOUI et al, 2009). Il
a une saveur douce (FARAH, 2004), sucré (YAGIL, 1982 ; AL HAJ et AL KANHAL, 2010)
et forte (YAGIL, 1982 ; FARAH, 2004), avec un golt légérement salé (YAGIL, 1982 ;
FARAH, 2004). Les changements dans le go(t sont principalement causés par la nature du
fourrage et de la disponibilité de I'eau potable (FARAH, 2004 ; SIBOUKEUR, 2007).

La valeur de pH du lait de chamelle est entre 6,57 et 6,97 (KULA et DECHASA,
2016), Son acidité moyenne en degré Dornic est 14,5 °D (SIBOUKEUR, 2012), avec une
densité de 1,025 a 1,032 avec une viscosité moyenne de 2,2 centpoises et un point de
congélation qui est avéré entre -0,57 °C et -0,61 °C (FARAH, 1993; KAPPELER, 1998).
2 Composition chimique de lait de chamelle

Le lait de dromadaire est un liquide blanc opaque, de gout sucré ou salé selon le type
d’alimentation et la disponibilit¢ en eau (FARAH, 1993). Ce type de lait de bonne qualité
nutritionnelle dans des conditions extrémement hostiles de la température, de la sécheresse et
de manque de paturages. Le lait de chamelle contient les nutriments essentiels présents dans le
lait de vache (FARAH et ATKINS, 1992;SALMEN et al, 2012). Les pourcentages des

composants du lait varient d'un animale a lI'autre sont présentés dans le tableau suivant.
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Tableau 01: Compositions moyennes du lait de différentes animaux (BELARBI,

2015)
Animaux Eau (%) Matiére Protéines Glucide (%) | Minéraux
grasse% (%) (%)
Chevre 87,0 3,8 2,9 4,4 0,9
Chamelle 87,6 54 3,0 3,3 0,7
Vache 87,5 3,7 3,2 4,6 0,8

La composition de lait de chamelle a été étudiée dans différentes parties du monde, et
par divers auteurs (ELAMIN et WILCOX, 1992).Les données de la littérature ont montré des

larges variations dans la composition du lait de chamelle.

Cette variations dans la composition du lait de chamelle peut étre attribué a plusieurs
facteurs tels que les méthodes analytiques, la zone géographique, les conditions nutritives,
race, stade de lactation, age, et nombre de vélages (KHASKHELI et al, 2005).0rigine
géographique et les variations saisonniéres sont les facteurs qui influencent le plus
changements dans la composition du lait de chamelle(KONUSPAYEVA et al,2008). Les
variations saisonniéres également jouer un réle important dans la composition du lait de
chamelle, méme avec des chameaux de la méme race et de la méme région (BAKHEIT et al,
2008).

2.1 Eau

La quantité d’eau dans le lait de chamelle varie de 81.4-87%. L’alimentation et la

consommation d’eau ont la plus grande influence sur la teneur en eau du lait de chamelle

(BHAKAT et SAHANI, 2006).

Le lait des chameaux a une bosse qui vivent dans des zones climatiques plus chaudes
ont moins graisse et plus d’eau (WERNERY, 2006).

2.2 Glucides

La teneur en lactose dans le lait de chamelle varie de 2.4 4 5.80% et est plus Iégerement
plus élevé que la teneur en lactose du lait de vache (FARAH, 1996 ;FARAH, 2004). La
gamme de variation de la teneur en lactose peut étre due au type de plantes consommeées dans
les déserts (KHASKHELI et al, 2005).
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2.3 Matiere grasse

Le lait de dromadaire présente un taux butyreux de 3 a 5 %, comparable a celui des
bovins et des caprins, et inferieur a celui de la brebis, et de la bufflesse (CHILLIARD, 1989).

La teneur en matiére gras du lait de chamelle est comprise entre 1.2 et 6.4%
(KONUSPAYEVA et al ,2009). Par rapport au lait de vache, la graisse du lait de chamelle
contient de petites quantités de chaine d’acides gras et une faible teneur en caroténe, cette
faible teneur en caroténe pourrait expliquer la couleur blanche de la graisse du lait de chamelle
(AL HAJ, 2010).

2.4 Protéines

De par leur apport nutritionnel (source d’acides aminés essentiels) et leurs propriétés
techno-fonctionnelles particulieres, les protéines du lait revétent une importance considérable
au double plan quantitatif et qualitatif (SIBOUKEUR, 2008).

Elles sont constituées de deux composants principaux : les caséines qui se précipitent
lors de I’acidification du lait ou I’ajout de rénine, et les protéines du lactosérum contenant des
protéines : acides, basiques et des facteurs antimicrobiens (lysozyme, lactoferrines,
immunoglobulines...) (EL-HATMI et al, 2007 ; FARAH et al, 2004).

2.5 Minéraux

Les sels minéraux présents dans le lait de chamelle sont diversifiés on y dénombre en
effet des macros et des oligo-éléments qui se trouvent sous forme de sels (phosphates,
chlorures et citrates) ou de métaux divers (sodium, potassium, magnésium, calcium, fer, cuivre,
zinc...etc.) (ELAMIN et WILCOX, 1992 ; MEHAIA et al, 1995).

Les teneurs moyennes des différents minéraux présents dans le lait de chamelle cités

dans le tableau 02.

Tableau 02 : Composition minéral du lait de chamelle (VEISSEYRE, 1975).

Constituents Teneurs moyennes ¢/l
Potassium 1.5

Calcium 1.25

Sodium 0.5

]
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Magnesium 0.13
Chlore 1.0
Phosphore totale 0.95
Acide citrique 1.75
2.6 Vitamines

Le lait de chamelle présente la particularité d’étre riche en vitamine C (au moins 3 fois
plus élevé que le lait de vache). Ceci est tres important du point de vue nutritionnel dans les
zones ou les sources en vitamine C demeurent insuffisantes (FARAH et al, 1992 ; YAGIL,
1982). Il est également riche en niacine (B3). Par ailleurs, le taux de vitamines A beaucoup
plus faible et de plus trés variable (12.9U1/100g-50U1/100g) (RAMET, 1993 ; FARAH et al,
1992).

Il en est de méme de la teneur en vitamines B1, B2, B5 et B9 (RAMET, 1993 ; PARK
et HAENLEIN, 2006).

Les différents constituants biochimiques du lait camelin présentes dans le tableau 03.

Tableau 03: Composition biochimique en vitamines du lait de chamelle (KAPPELER, 1998)

Vitamines, mg/kg Lait de Chamelle
Acide ascorbique (C) 24-36
Cobalamine (B12) 0,002
Acide Folique (B9) 0,004
Niacine (B3) 4,6
Acide Pantothénique (B5) 0,88
Pyridoxine (B6) 0,52
Rétinol (A) 0,10-0,15
Riboflavine (B2) 0,42-0,80
Thiamine (B1) 0,33-0,60
Tocophérol (E) 0,53
Solides totaux, g /I 10-11,5
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3 Dérivés de lait de chamelle

e « Sussa»

Il s'agit d'un lait fermenté traditionnelle de I'Est Afrique, Kenya et Somalie. Le produit a
une faible viscosité, ardme fumé et goQt astringent. Le lait frais est placé dans des récipients de
citrouille préalablement fumés et laissé pendant 2 jours & une température de 25 a 30 ° C pour
fermenter. Le produit obtenu est variable en godt et en ardbme, et souvent impropre a I'hygiéne
(LORE et al, 2005)

e « Shubat (Chal) »

Il s'agit d'un blanc pétillant traditionnel produit laitier fermenté en Turquie, au Kazakhstan
et au Turkménistan avec un goQt extrémement aigre. 1l est fait de lait cru ou lait dilué avec de
I'eau tiede dans le rapport 1: 1. Le lait est ensuite stocké en peau de chévre ou en céramique
contenants et inoculés avec 1/3 ou 1/5 de lait préalablement fermenté. L'incubation prend 3 a 4
heures a 25-30 ° C, mais est généralement laissé pendant 8 heures a la méme température pour
obtenir son goQt typique. C'est aussi possibilité d'ajouter des cultures lactiques comme
Lactobacillus casei et Streptoccoccus thermophilus ainsi que des levures, auquel cas
I'incubation durerait 8 heures a 25 ° C et encore 16 heures a 20 ° C (KULIEV, 1959).

e «Fromage »

La transformation du lait de chamelle en fromage est difficile, méme considéré comme
impossible. Il est surprenant que, bien que la plupart des communautés nomades produisent au
moins un type de fromage, pas de méthode traditionnelle pour produire du fromage a partir de
lait de chamelle. Cela peut s'expliquer par le fait que dans leur culture, le lait de chamelle est
consommeé exclusivement comme boisson qui exclut la possibilité de fromage commerce
(YAGIL, 1982).

e S’men « beurre fermenté »

Le S’men est un produit laitier fermenté, fabriqué a partir du lait cru entier par des

méthodes empiriques basées sur des expériences de I'ancien temps.

D'aprés YAGIL (1982) dans le beurre du Sahara est produit en laissant le lait de
chamelle en peau de chevre atempérature ambiante pendant 12 heures afin de fermenter. Par
la suite, la peau de chévre est gonflée d'air et fermé, accroché a un poteau de tente et balancé

rapidement en avant et retour. A la fin du barattage, de I'eau froide est ajouté qui aide a former

du beurre.
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température ambiante pendant 12 heures).

!

[ Barattage de lait fermenté par des mouvements en avant et retour. }

l

[ Fermentation du lait de chamelle (laissant en peau de chévre a }

[ Séparation du beurre par ’ajout de 1’eau froid. }
[ Conservation des souches par I’ajout de sel. }
[ Condensation dans des pots fermés et conservés a I’obscurité. }

Figure 01 : Diagramme de fabrication de S’men élaborée a partir du lait de chamelle.

FARAH et al (1989) ont mené une expérience dans la production industrielle de beurre
dans la partie rurale du nord-est du Kenya. Le lait a été chauffé a 65 ° C puis centrifugé. Le
pourcentage de graisse dans la creme a été normalisé a 20-30%. Ensuite, c'était baratté a des
températures comprises entre 15 et 36 ° C. Aprés barattage, le beurre a été rincé avec de I'eau
dans la chambre température de 27 ° C. Les meilleurs résultats ont été obtenus par barattage
créeme a 22,5% de matiere grasse et 25 ° C. Barattage le temps était de 11 minutes
(BREZOVECKI et al, 2015).

Ce produit tres apprecié par le consommateur marocain pour ses qualités gustatives et
diététique, est utilisé comme additif des produits alimentaires pour remonter le goQt et I'aréme
de certaines recettes traditionnelles marocaines (couscous, tajine, poulet ...). Sa propriété
d'aliment de forte énergie est exploitée en medecine traditionnelle pour atténuer les douleurs de
la sensation du froid qui accompagne la toux, le rhumatisme et le traumatisme osseux (voie
orale et massage) (DAHMANE&DRISS, 2003).
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4 Microflore du lait de chamelle

Le lait forme un milieu biologique favorable pour la croissance des différents
microorganismes a cause de sa forte teneur en eau, de son pH voisin, de sa neutralité et de sa
richesse en composants biodégradables (lactose, protéines et lipides) (DJOUHRI et
MADANI, 2015).

4.1 Microorganismes indigenes

Se sont les microorganismes qui peuvent étre présenté dans le lait au cours de leur
sortie du pis d'un animal sain, leur pourcentage ne devrait pas dépasser 5000UFC (unités
formant colonies). Cette flore originale joue un rdle important en ce qui concerne les
caractéristiques organoleptiques du lait (BELARBI, 2015).

Microorganismes indigénes du lait sont présents dans le tableau suivant.

Tableau 04 : Flore indigéne du lait cru (VIGNOLA, 2002).

Microorganismes Pourcentage
Micrococcus sp. 30-90
Lactobacillus. 10-30
Streptococcus ou Lactococcus. <10
GRAM négatif. <10

4.2 Microorganismes de contamination

Divers microorganismes de notre environnement (entérobactéries, Pseudomonas,
Bacillus, Corynebacterium, coliformes, Clostridium, ...) pouvant contaminés le lait, et ceci est
causé soit par une flore d'altération qui provoque des défauts sensoriels ou contribuer a réduire
le temps de conservation de lait, soit par une flore pathogene qui conduit a I'apparition des
maladies aprées la consommation de lait (CAROLE et al 2002 ; MAMI, 2013).

4.3 Levures et moisissures

Les levures et les moisissures sont des cellules eucaryotes. Regroupées sous le vocable
de flore fongique, elles peuvent étre retrouvées aussi bien dans le lait cru, le lait en poudre ainsi

que dans tous les autres produits laitiers (ALAIS, 1984).
4.3.1 Levures

De forme arrondie ou ovale, volumineuses ou unicellulaires, les levures sont utiles en
industrie laitiére car elles peuvent servir comme agents d'aromatisation. Elles sont aérobies

facultatives et se développent en surface formant les boutons de nature mycélienne (ROZIER,

]
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1990).Par contre, d'autres levures Kluyveronyces lactis, Kluyveronyces fragilis, Saccharomyces
fragilis, Saccharomyces lactis peuvent avoir des effets néfastes dans les aliments. Les levures
supportent des pH de 3 a 8 avec un optimum de 4,5 a 6,4. Ce qui explique leur présence dans le
lait cru comme dans le lait Caillé. Elles entrainent des altérations rendant le produit final
indésirable: aspect trouble, odeurs ou golts anormaux, gonflement des produits ou de leur
emballage (BOUIXD et LEVEAU, 1980).

4.3.2 Moisissures

Les moisissures sont en général plus complexes dans leur morphologie et dans leur
mode de reproduction. Elles peuvent étre utiles ou indésirables en industrie alimentaire Elles se
développent en surface ou dans les parties internes aérées en utilisant le lactose; cette propriété
leur confere une utilité incontestable en fromagerie. C'est ainsi que le Penicillium camemberti
et Penicillium roqueforti sont utilisés dans la fabrication de divers types de fromages. Mais le
développement excessif de certaines moisissures comme Géotrichum a la surface des
fromages, les rend glaireuses et coulantes, ce qui les déprécie fortement. Certaines moisissures
élaborent des mycotoxines thermostables et liposolubles donc difficiles a éliminer une fois
formées. (WISEMAN et APPLEBAUM, 1983)

4.4 \irus

Le virus est le plus petit des microorganismes connus. Sa taille est de I’ordre de
nanometre, soit un millionieme de metre. Etant un parasite, il a besoin d’un organisme vivant
pour se développer. Selon le virus, il peut parasiter un humain, un animal, une plante ou une
bactérie. Les virus ne se développent donc pas dans les aliments. La présence de virus dans un
produit laitier signifie qu’un manipulateur, un animal, I’eau ou des composantes utilisées dans
la formulation du produit alimentaire a servi de vecteur d’incorporation. Les principaux virus
associés au secteur laitiers sons ceux de I’hépatite A et les bactériophages (VIGNOLA,

2002).
4.5 Parasites

Ils peuvent étre excrétes dans le lait puis véhiculés et transmis a I'nomme ce qui conduit
a l'apparition des affections parasitaires. Parmi les parasites qui peuvent étre présentés dans le

lait il y a Toxoplasma gondii, Kystes amibiens ... (BAAZIZ et al, 2009).

-
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5 Bactéries lactiques du lait de chamelle

De nombreuses especes de bactéries lactiques ont été isolées et identifiées a partir du
lait chamelle par différents instituts de recherche et différents pays et régions. Les travaux
récents sur le lait de chamelle est ses dérivés ont été explorés dans les différents pays abritant
les chameaux. Le tableau 05 présente la majorité des espéces dominantes des bactéries
lactiques revélées dans le lait camelin et ses dérivés dans les quelques pays qui ont développé
des projets de recherche pour valoriser et améliorer 1’élevage camelin (PARK et HAENLEIN,
2013). Les especes lactiques isolées de lait de chamelle possedent un fort potentiel
technologique et thérapeutique et qui sont considérées comme des levains probiotique. Une
validation supplémentaire est nécessaire a travers des études approfondies in vivo (SOLANKI
et HATI, 2018).

D’apres I’identification bactériologique de BENKERROUM et al, (2003), montre une
nette dominance des entérocoques avec Enterococcus faecalis comme principale espéce
représentative dans le lait du dromadaire. Outre Enterococcus, d’autres genres dont
Pediococcus (28,2%), Streptococcus (4%), Lactococcus (8%) et Leuconostoc (1%).

Dans "Suusac" produit laitier de chamelle fermenté traditionnel, 1’espece des bactéries
lactiques la plus freqguemment isolée était L. mesenteroides subsp. Mesenteroides (24% du total
des isolats). On a d’autres especes des bactéries lactiques ont été identifiées comme
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus salivarius, Lactococcus
raffinolactis (LORE et al, 2005).

Au total, 8 especes des bactéries lactiques ont été identifiées a partir des échantillons de
Shmen (un beurre clarifié traditionnel & base de lait de chamelle) comme Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, Lactococcus lactis ssp. lactis biovar
diacetylactis, Lactococcus lactis subsp.cremoris, Lactobacillus paracasei subsp paracasei,
Leuconostoc gelidum, Enterococcus faecium (MOURAD et NOUR-EDDINE, 2006).

Une étude a fait par RAHMAN et al, (2009) visant a caractériser la microflore
dominante du Shubat, un produit fermenté spécial preparé a partir de lait de chamelle non
chauffé. Dans les échantillons étudiés de Shubat, les bactéries lactiques étaient les
microorganismes dominants, comme Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus sakei, Leuconostoc lactis,
Weissella helleca.

-
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Tableau 05 : Bactéries Lactiques isolées du lait de chamelle cru et leurs produits
fermentés dérivées (SNOUCI, 2018).

Sources et espéces

Lait du dromadaire Algérie
E.durans,E.faeacalis,E.feacium,Lb.parcaseiSubsp.paracasei,Lb.plantarum,
Lb.rhamnosus,Lc.lactis ~ Subsp.lactis,Lc.lactis ~ Subsp.lactis  biovar  diacetylactis  Leu.mesenteroides

Subsp.mesentroides,Leu.mesenteroides Subsp.dextranicum Leu.mesentroides Subsp.cremoris, Leu.lactis.

Shmen ( Beurre traditionnel du lait camelin Algérie)
E.faecium, Lb.delbrueckii Subsp.bulgaricus, Lb.plantarium, Lb.paracasei Subsp.paracasei, Lc.lactis

Subsp.cremoris, Lc.lactis Subsp.lactis biovar diacetylactis, Leu.gelidum, Leu.Pseudomesentroides.

Fromage et lait de dromadaire Inde

Lb.casei,Lb.delbrueckii Subsp.bulgaricus, Lb.fermentum, Lb. Plantarum

Suusac (lait fermenté du dromadaire Kenya)

Lb.curvatus, Lb. plantarum, Lb. salivarius, Lb. raffinolactis, Leu. mesenteroides, Strep. Mesenteroide

Shubat (lait fermenté du lait de chamelle bactérien Chine)
E. faecalis, E. faecium, Lb. brevis, Lb. helveticus, Lb. sakei, Leu. lactis, W. helleca

E.Enterococcus Lb. Lactobacillus Lc. Lactococcus Leu. Leuconostoc W. Weissella
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Chapitre 11 : Bactéries lactiques
1 Généralité bactéries lactiques

Les bactéries lactiques appartiennent a un groupe de bactéries bénéfiques, qui se
trouvent partout dans la nature ainsi que dans le systéme digestif de 1’homme. Depuis des
millénaires, elles sont utilisées dans 1’alimentation humaine. Actuellement, dans I’industrie
agroalimentaire, les bactéries lactiques occupent une place importante parmi les auxiliaires de
fabrication. Si elles sont surtout connues pour le role qu’elles jouent dans le secteur laitier
(DORTU & THONART, 2009; MORAES et al, 2010), elles sont utilisees également dans le
saumurage des légumes, les salaisons des viandes et des poissons, ainsi qu’en boulangerie et
dans la fabrication du vin. Elles disposent généralement du statut GRAS (VESCOVO et al,
1996).

2 Définition

Le groupe des bactéries lactiques a été défini par ORLA-JENSEN (1919) et réunit
plusieurs genres caractérises par leur capacité a fermenter les glucides en produisant de I'acide
lactique. Les bactéries lactiques sont définies comme des cellules vivantes, procaryotes,
hétérotrophes et chimio-organotrophes (DE ROISSART, 1986). Elles forment un groupe
hétérogéne composé de coques et de bacilles, dont la principale caractéristique est la

production d’acide lactique a partir de la fermentation des sucres (BADIS et al, 2005).

Les bactéries lactiques regroupent les bactéries a coloration de Gram positif.
Généralement, immobiles sporulées et microaérophiles. Elles ne possedent ni catalase, ni
nitrate-réductase, ni cytochrome-oxydase (KONING et FORHLICH, 2009).

Les bactéries lactiques regroupent 13 genres dont les: Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Bifidobacterium, Carnobacterium,
Oenococcus, Weissella, Aerococcus, Tetragenococcus et Vagococcus.(DORTU, 2009) Ces
bactéries ont la capacité de fermenter les sucres (glucose, fructose, mannose, galactose,
saccharose et lactose) en acide lactique (KANDLER et WEISS, 1986).

Les bactéries lactiques utilisées dans l’alimentation sont considérées comme non
pathogénes. Cependant, parmi elles quelques espéces du genre Streptococcus et Enterococcus
sont considérees comme des pathogénes opportunistes (AGUIRRE et COLLINS, 1993).

g
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Elles ont des exigences nutritionnelles nombreuses (acides aminés, peptides, sels,
acides gras et glucides) (HOLZAPFEL et al, 2001 ; GEVERS, 2002).

3Habitat

Les bactéries lactiques sont ubiquistes : elles sont retrouvées dans différentes niches
écologiques comme le lait et les produits laitiers, les végétaux, la viande le poisson, les
mugqueuses humaines et animales ainsi que dans le tractus digestif, ce qui explique leur
température de croissance hétérogéne (MAYO et al, 2010 ; KLEIN et al, 1998).

e Les espéces du genre lactococcus sont isolées du lait ou des végétaux qui sont les
réservoirs naturels de la plupart de ses espéces. L’espéce Lactococcus lactis
subsp.lactis est isolée pour la premiére fois a partir du lait fermenté par Lister en 1873
et reconnue comme agent primaire de I’acidification du lait caillé (SANDINE, 1988).

e Les espéces du genre Leuconostoc sont isolées du lait, des produits laitiers, des fruits,
des légumes (en particulier la betterave), des végétaux en fermentation (comme la
choucroute), des produits de la panification et des solutions visqueuses de sucre dans
les sucreries (DEVOYOD et POULLAIN, 1988).

e Les espéces du genre Pediococcus sont présentes surtout dans les végétaux en

décomposition, parfois dans les boissons alcoolisées, le lait, les différents fromages

(parmesan et autres fromages italiens) et les préparations culinaires (Saucisses, anchois
salés ou sauce de soja) (CHAPMAN et SHARPE, 1981 ; DELLAGLIO et al, 1994).

e Les espéces du genre Lactobacillus sont présentes dans plusieurs milieux différents :
dans le lait et les fromages (Lb. casei subsp.casei, Lb.plantarum, Lb.curvatus et
Lb.brevis), dans le lait fermentés (Lb.kefir, Lb. bsrevis et Lb.fermentum), dans les
produits végétaux fermentés, les marinades, 1’ensilage, le vin et les viandes fraiches ou
fermentées (Lb.brevis, Lb.curvatus, Lb.buchneri et Lb.san franscisco)
(DEMAZEAUD, 1996).

4 Historique et classification

Les bactéries lactiques sont des trés anciens micro-organismes decouverts dans des
sédiments datant de 2.75 milliards d’années, avant 1’apparition de 1’oxygéne dans 1’atmosphére
ce qui pourrait expliquer leur caractére anaérobie (QUIBERONI et al,2001). Elles sont
apparues avant les cyanobactéries photosynthétique (QUIBERONI et al,2001 ; DRIDER et
PREVOST,2009).
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La classification phénotypique des bactéries lactiques est fondée sur la morphologie, la
croissance a différentes températures, le mode de fermentation des sucres, la capacité de
croissance a différentes concentrations de sel, la tolérance au pH acides et alcalins, la
configuration de I’acide lactique, I’hydrolyse de I’arginine et la formation d’acétoine. Par
ailleurs, une classification selon la composition de la paroi cellulaire (DEAMBROSINI et al,
1996) incluant la nature des acides gras qui la composent, a été proposée (GILAROVA et al
,1994).

Une autre classification, basée sur la nature des produits du métabolisme bactérien
obtenus a partir des glucides a subdivise les bactéries lactiques en trois groupes (MCLEOD et
al, 2008). Le groupe I renferme majoritairement les Lactobacilles homofermentaire. Le groupe
Il contient les bactéries hétérofermentaire et regroupe les espéces appartenant au des genres
Leuconostoc, Oenococcus, et Weissella, ainsi que quelques espéces appartenant au genre
Lactobacillus. Le groupe Il regroupe quant a lui quelques especes appartenant aux genres
Lactobacillus et la majorité des espéces appartenant aux genres Enterococcus, Lactococcus et
Streptococcus. Ce dernier qui occupe une position intermédiaire entre les groupes | et II,
renferment ainsi des espéces capables d’étre homo-ou hétérofermentaire selon les conditions
environnementales (MCLEOD et al, 2008).

D’aprés LUDWING et al, (2008), le phylum Firmicutes comprend trois classes :

Bacilli, Clostridia et Erysipelotrichi. Appartenant a la classe Bacilli , les bactéries lactiques

sont divisées en trois familles :

e Famille des lactobacillaceae comportant les Lactobacillus, Paralactobacillus et
Pediococcus.
e Famille des Leuconostocaceae contenant les Leuconostoc, Oenococcus et Weissella.

e Famille des Streptococcaceae comprenant les Streptococcus, Lactococcus et Lactovum.

Historiquement, le genre Bifidobacterium était aussi considéré comme faisant partie du
groupe des bacteries lactiques grace a la similarité de ses propriétés physiologiques et
biochimiques et a sa présence dans le méme habitat écologique, tel que le tube gastro-intestinal
(KLEIN et al, 1998).

-
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5 Caractéristiques des genres liés aux produits laitiers
Six genres de bactéries lactiques sont associés au lait et aux produits laitiers ; il s’agit

de Lactobacillus, lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus et Enterococcus
(BULUT, 2003).
5.1 Lactobacillus

C’est 'un des plus importants genres des bactéries lactiques. Il appartient a la famille
des Lactobacillaceae contenant aussi les genres Paralactobacillus et Pediococcus. Il comprend
96 espéces et 16 sub-espéces qui sont adaptées a des endroits spécifiques et ne sont pas

trouvées généralement en dehors de leurs habitats (DE VOS et al, 2009).

La classification remaniée par KANDLER et WEISS, (1986) les subdivise en 3 groupes

selon leur type fermentaire :

e Groupe I : anciennement appelé Thermobacterium. 1l regroupe les lactobacilles
homofermentaires stricts et thermophiles, ils sont incapables de fermenter les
pentoses et le gluconate. Ces bactéries fermentent les hexoses par la voie d’Embden-
Meyerhof, en produisant exclusivement de I’acide lactique, elles se développent a

45°C mais pas a 15°C. Leurs cellules sont longues , droites souvent en palissades
(BOTTAZI, 1988).

e Groupe Il : anciennement appelé Streptobacterium. rassemble les lactobacilles
hétérofermentaires facultatifs et mésophiles qui se développent a 15°C. les hexoses
sont fermentés par la voie d’Embden-Meyerhof, en produisant exclusivement de
I’acide lactique (mais pour certaines souches : du lactate, de I’acétate, de 1’éthanol et
du formiate), celle des pentoses et du gluconate peuvent étre degradés par la voie
hétérofermentaire avec une production d’acide lactique et d’acide acétique par une
phosphokétolase inductible. Leurs cellules sont courtes, souvent arrangées en
filaments (BOTTAZZI, 1988).

e Groupe Il : anciennement appelé Betabacterium. Ces especes ont un métabolisme
strictement hétérofermentaire, la fermentation des hexoses produit de I’acide
lactique, de I’acide acétique (ou de 1’éthanol) eu de CO2, celle des pentoses, de

I’acide lactique et de I’acide acétique, ces bactéries possédent une phosphokétolase,

-
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c’est un groupe qui ressemble des especes relativement hétérogénes, surtout

mésophiles, les cellules sont courtes, droites et séparées (BOTTAZZI, 1988).

Les lactobacilles, de par leur variété, sont présents dans des milieux trés différents
(NOVEL, 1993) : cavité buccale, tractus digestif, organes genitaux chez 1’homme, produits
vegétaux, lait et produits laitiers (différents type de fromages), produits carnes, poissons

marnés ou fumés.

Figure02 : Morphologie de A : Lactobacillus casei et B : Lactobacillus acidophilus (Examen
en microscopie électronique, x7000) (Photo BOTTAZZI, 1988)

5.2Carnobacterium

Ce genre a été crée par (COLLINS et al, 1987) sont des bacilles hétérofermentaires
souvent trouvés dans les viandes de beeuf, de poisson et volaille emballées sous vide et
stockées a basse température (NOVEL ,1993; JOFFRAND et al, 2006) . lls ont
originellement décrit comme Lactobacille mobile, Lb gallinarum, Lb divergens, Lb piscicola
(NOVAL , 1993) une étude taxonomique de ces différentes souches a permis de les regrouper

aprés hybridations ADN_ADN ,dans un nouveau genre ,Carnobacterium.

Morphologiquement proche des Lactobacillus (petits batonnets isolés, par paires ou en
courtes chaines), ils s’en différencient par leur production de I’acide lactique L (+) et leur
incapacité a se développer dans les substrats a base d’acétate. En général, les Carnobacterium
peuvent croitre a un pH relativement élevé (par exemple, pH 9) tandis que les lactobacilles ne
peuvent pas s’y développer (SCHILLINGER et LUCKE, 1987). La croissance est possible a
0°C et 10°C mais pas a 45° C, ni en présence de NaCl 18% (LARPENT, 1996).
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Ce genre comprend 4 especes fréqguemment associées aux aliments :C. divergens, C.piscicola,
C.mobile et C. gallinarum. Ils sont isolés de produits carnés, ou de produits de la mer, saumon

fumé mais certains ont également été isolés de fromages.
5.3 Lactococcus

Le genre Lactococcus fait partie de la famille des Streptococcaceae comprenant aussi
Streptococcus et Lactovum. Il rassemble cing especes dont les exigences nutritionnelles sont
complexes et variables: Lc. gravieae, Lc. lactis, Lc. raffinolactis, Lc. piscium et Lc. plantarum.
Elles sont des habitantes typiques des plantes, des animaux et des produits dérivés de ces
organismes (DE VOS et al, 2009). Pour leur isolement, une variété des milieux complexes est
utilisée (gélose au sang, le milieu Elliker, MRS, M17...). Aprés une incubation qui dure de 1 a
2 jours, des colonies petites, translucides a blanchatres, lisses et circulaires sont formées (DE
VOS et al, 2009).

Les cellules de Lactococcus sont sphériques ou ovoides, isolées, en paires ou en
chaines. Elles sont non hémolytiques, aéroanaérobies facultatives a microaérophiles. Elles sont
toutes mésophiles, la température optimale de croissance varie de (10 a 40°C), certaines
peuvent croitre a une température inférieure a 7°C aprées une incubation de 10 a 14 jours.

5.4 Pediococcus

Les Pediococcus sont des coques homofermentaires dont la particularité est le
regroupement en tétrade. Ils sont mésophiles, le plus souvent incapable d’utiliser le lactose, et
leur développement nécessite la présence de divers facteurs de croissance. Certaines especes se
distinguent par leur capacité a se développer a des teneurs en sels trés élevées, comme
Pediococcus halophilus, renommé Tetragenococcus halophilus et Tetragenococcus muriaticus
qui tolere jusqu’a 18% de NaCl (PILET et al, 2005).

5.5 Leuconostoc, Oenococcus et Weissella

Les cellules de Leuconostoc sont des coques en paires ou en chaines comme les
Streptocoques mais les Leuconostoc sont des bactéries hétérofermentaires produisant de I’acide
D (-) lactique, de I’éthanol et du CO2. Des études phylogénétiques, basées sur les séquences
des ADN 16S et 23S, ont montré que les especes du genre Leuconostoc sont hétérogénes et
peuvent étre divisées en trois groupes : un groupe comprenant Leuconostoc paramesenteroides,
un groupe formé par Leuconostoc oeni (actuellement reclassé dans le genre Oenococcus) et un
groupe rassemblant Leuconostoc mesenteroides (espéce type du genre) ainsi que les autres
especes du genre Leuconostoc. (MARTINEZ- MURACIA et COLLINS, 1990).

-
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Les espéces du genre Weissella sont constituées de courts bacilles ou de coccobacilles
ou des coques ovoides, a Gram positif, se présentant de maniére isolée ou groupés par deux ou
en courtes chaines, non sporulés, immobiles, catalase négative (WALTER et al, 2001).

5.6 Bifidobacterium

Les cellules de Bifidobacterium se caractérisent par leur forme tres irréguliére, souvent
en V et Y, mais pouvant étre coccoide. Elles se différencient des autres bactéries lactiques par
leur caractére anaérobie, leur G + C % ¢levé, et la présence d’une enzyme, la fructose-6-
phosphate phosphokétolase. Celle-ci leur permet de fermenter les hexoses en produisant de
I’acide acétique et de 1’acide lactique (rapport 3:2), ainsi qu’en moindre proportion de 1’éthanol
et d’autres acides organiques. Cette fermentation « lactique » a conduit a les rapprocher du
groupe des bactéries lactiques. Leur température optimale de croissance est comprise entre
37°C et 41°. Elles se développent a pH supérieur a 5. Elles sont isolées de ’homme et des
animaux (Laurent, 1998).

5.7Enterococcus

Les Enterococcus représentent le groupe des entérocoques, ils sont composés de
streptocoques fécaux (Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium). Ce genre comprend des
cellules ovoides isolés, en paires ou en courtes chaines .1l se caractérise par sa tolérance a 6,5%
de NaCl, au pH 9,6 et par la croissance a 10°C et 45°C avec une température optimale de
croissance de 35°C a 37°C (ZHANG et CAI, 2014).Les entérocoque peuvent étre mobile,
homofermentaires, généralement différenciés par la fermentation de I’arabinose et le sorbitol
(TAMIME, 2002 ; HO et al, 2007).

5.8 Streptococcus

La seul espece de streptocoques qui soit utilisé en technologie alimentaires est
Streptococcus thermophilus qui été incluse dans le groupe des « autres streptocoques » , mais
ensuit transfére au groupe des streptocoques oraux a cause de leur degré d’homologie avec
I’ADN de Streptococcus salivaires(STILES et HOLZAPFEL, 1997 ).

Streptococcus thermophilus se différence par son habitat (lait et produit laitiére) et son
caractére non photogéne .La résistance a la température, la capacité de croitre a 25C° et le
nombre limité des hydrates de carbones permettent de distinguer les St. thermophilus de la
plupart des autres streptocoques (HADDIE, 1986 ; PILET et al, 2005).
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5.9 Vagococcus

Les espéces du nouveau genre Vagococcus sont facilement confondues avec les
Lactocoques au niveau morphologique, mais ces deux genres sont clairement distincts par leur
composition en acides gras. Certaines especes de Vagococcus sont mobiles (TEIXEIRA et al,
1999).

6 Propriétés fonctionnelles et technologiques des bactéries lactiques
L’utilisation des bactéries lactiques pour une application industrielle déterminée par leurs

propriétés fonctionnelles et technologiques.
e Activité acidifiante

L’activité acidifiante est une activité métabolique essentielle chez les bactéries lactiques.
Elle résulte de la transformation du lactose (ou d’un autre sucre assimilable) en acide
organique, ce qui conduit a 1’acidification du produit. Elle conditionne pour une grande part
I’aptitude du lait a la coagulation comme elle assure I’inhibition des microorganismes

indésirables (MONTEL et al, 2005 ; CORRIEU et LUQUET, 2008).

La majorité des bactéries utilisées dans les produits laitiers ont un métabolisme
homofermentaire car elles produisent presque exclusivement de 1’acide lactique a partir des
sucres, soit quatre mole d’acide lactique formé a partir d’une mole de lactose consommé.
Cependant, les BL thermophiles sont souvent incapables de métaboliser le galactose issu de la
scission du lactose. Dans ce cas seules moles d’acide lactique sont produites (CORRIEU et
LUQUET, 2008).

e Activité aromatisant

Les bactéries lactiqgues peuvent produire de nombreux composés aromatiques,
principalement a partir du lactose, du citrate, des acides aminés et des matiéres grasses
(CORRIEU et LUQUET, 2008). Ainsi, les acides lactiques et acétiques produits par Lc.lactis
subsp.lactis et Lc.lactis subsp.cremoris conférent au laits fermentés une arome caractéristique ;
celle des fromage maturés est associées & plusieurs métabolites tels que : 1’acétaldéhyde, le
diacétyle, I’acétoine et le 2-3- butyléne-glycol a partir du citrate par Lc.lactis subsp.lactis.lactis

var.

.
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e Activité gazogene

Les ferments contenant des BL hétérofermentaires (principalement du genre
Leuconostoc) ou capables de métaboliser le citrate (Leuconostoc ou souches de Lc.lactis subsp.
Lactis var. diacetylactis) produisent des quantités significatives de CO2. Cette production
favorise la formation des ouvertures dans certain type de fromages comme elle peut conduire a
des défauts dans d’autres types (CORRIEU et LUQUET, 2008).

e Proprietés enzymatique

La nutrition azotée dans le lait constitue I'un des principaux facteurs limitant la croissance
des BL auxotrophes pour un nombre variable d’acides aminés. Certaines espéces possédent un
systéme protéolytique leur permettant d’utiliser les acides amines issues de la dégradation des
protéines et des peptides. Cette activité participe au développement de la texture et de la saveur

dans les produits laitiers.

L’activité lipolytique presente, de plus, un intérét pour les applications fromageres
(CORRIEU et LUQUET 2008 ; MOZZI et al, 2010).

e Propriétés texturantes

Plusieurs souches des BL sont capables de produire des exopolysacharides (EPS) c’est-a-
dire des polysaccharides a I’extérieur de la paroi cellulaire qui sont, soit attachés a cette paroi
sous forme de capsule, soit excrétés dans 1’environnement extracellulaire sous forme de
gomme (SALMINEN et al, 2004 ; DEVOYOD et POULLAIN, 1988). Cette propriété est
utilisée principalement pour améliorer les qualités organoleptiques des produits laitiers frais

fermentés.

7 Principales voies fermentaires

Toute croissance nécessite la production d’énergie et les bactéries lactiques ne font pas
exception a la régle. Hetérotrophes, elles tirent leur énergie de la fermentation de substrats
carbones. Les carbohydrates fermentés en acide lactique par les bactéries lactiques peuvent étre
des monosaccharides tels que des hexoses (glucose, galactose), des pentoses (xylose, ribose,
arabinose), hexitols et pentitols (mannitol, sorbitol, xylol) ou des disaccarides (lactose,

saccharose, cellobiose, tréhalose).

-
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La fermentation des sucres s’effectue essentiellement en trois étapes (ATLAN et al, 2008) :

v' Le transport du sucre a travers la membrane cellulaire.
v" Le catabolisme intracellulaire du sucre.

v Formation et expulsion extracellulaire des métabolites terminaux.

Selon le genre ou espéce, les bactéries lactiques utilisent principalement I’une des deux voies
majeures du métabolisme des sucres. Il s’agit des voies homofermentaire (Embden-Meyerhof-

Parnas, EMP) et hétérofermentaire (voie des pentoses-phosphate) (ATLAN et al, 2008).
e La voie homofermentaire ou voie d’Embden-Meyerhof Parnas (EMP)

Les bactéries lactiques homofermentaires comprennent les espéces de Lactocoques,
Pediocoques, ainsi que certains Lactobacilles. Cette voie conduit dans des conditions
optimales de croissance a la production de deux molécules de lactate et deux molécules
d’ATP par molécules de glucose consommeée. Le fructosel-,6-bis phosphate aldol ase
est une enzyme clé indispensable au fonctionnement de la voie EMP (THOMPSON et
GENTRY-WEEKS, 1994).

e La voie hétérofermentaire ou voie des pentoses phosphate

Les bactéries lactiques qui fermentant le glucose en produisant, en plus de ’acide
lactique, de I’acétate, de 1’éthanol et du CO, sont dites hétérofermentaire. Les principaux
groupes de bactéries présentant ce type de métabolisme sont les Leuconostoc et certains
Lactobacilles. Ces microorganismes sont dépourvus le systeme de PTS (THOMPSON
etGENTRY-WEEKS,1994).

-
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Chapitre 111 : Matériel et méthodes
1 Objectif
« Les objectifs de cette étude se basent autour des points suivant :
» Isolement des bactéries lactiques a partir de différents échantillons de S’men élaborée a
partir de lait de chamelle de la région Sud d’Algérie (Ouargla).
» L’¢étude des caractéristiques phénotypiques, physiologiques et biochimiques des isolats.
» L’identification phénotypique, physiologique et biochimique des bactéries lactiques a

partir de S’men de lait de chamelle.

2 Lieu et période d’étude

Ce travail a été réalisé au niveau des laboratoires pédagogiques de Microbiologie
Appliqué de la Faculté d’Université de Kasdi Merbah- Ouargla. Il consiste a 1’isolement et
I’identification des bactéries lactiques a partir de S’men camelin, cette étude a été effectuce

durant la période du 07 Février jusqu’a 02 Mai 2021.

3 Echantillons de S’men

Trois échantillons de S’men camelin ont été utilisés dans cette étude. lls ont été pris a
partir de la région "El-Bakrat" route de Hassi Massoud de la wilaya de Ouargla, et ils ont tous
été préparés 3 mois en avant a partir du lait de chamelle par la fagon traditionnelle utilisée
avec le S’men bovin, les prélevements ont été mis dans des boites stériles dans des conditions
d’asepsies autant que possible. Les produits prélevés doivent étre transportés a température

ambiant, les cultures doivent étre réalisées immédiatement.

4 Isolement et purification des souches
4.1 Préparation des dilutions décimales et isolement

lg de I’échantillon est pesé aseptiquement dans 9 ml d’eau physiologique et des
dilutions décimales sont réalisées (10" a 10%). Les dilutions ainsi préparées, un ml de la

dilution appropriée est ensemencé en masse sur gélose MRS ou M17.
L’incubation est faite a 37°C jusqu'a la croissance de germe (NORME NF I1SO 7218, 2007).
4.2 Purification

Afin de purifier les souches, des repiquages successifs sont effectuées sur les bouillons
(MRS ou M17) et gélose (MRS ou M17). La purification des souches consiste a les

ensemencer en stries sur des boites de Pétri coulées avec des milieux MRS (solide). Les boites

-
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sont ainsi incubées a 30°C pendant 24h. L’opération est répétée jusqu’a 1’obtention des
colonies pures (ZAROUR et al, 2013). Les différents étapes réalisées pour la pré-
identification des souches lactiques a partir de S’men camelin sont présentés dans le

diagramme suivant.

[ Préparation des échantillons ]

Il
{ Dilution J
[ Isole%ent }
( Purh%on }
| Iy
[ Conservation }
‘ Iy

Pre-identification }
Coloration de Test catalase Tests _ T?St_s
Gram physiologiques biochimiques

Figure 03 : Diagramme de pré-identification des souches lactiques a partir de S’men camelin.

F
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4.3 Conservation des bactéries lactiques
4.3.1Conservation a courte terme

La conservation des isolats purifiés est réalisée par ensemencement sur gélose inclinée.
Apres incubation & 30°C pendant 18 heures, les tubes sont conservés a 4°C. Le renouvellement

des cultures se fait tous les trois semaines (SAIDI et al, 2002).
4.3.2 Conservation a long terme

A partir des jeunes cultures (18h) sur milieu liquide, les cellules sont récupérées par
centrifugation a 4000t/min pendant 10 min. Une fois le surnageant éliminée, on ajoute le
milieu de conservation sur le culot. Le milieu de conservation contient du lait écrémé 0.2%
d’extrait de levure et 30% de glycérol. Les cultures sont conservées en suspension dense et en
tubes Eppendorfs a -20°C. En cas de besoin, les cultures sont repiquées dans le lait écrémé a
0.5% d’extrait de levure, deux fois avant utilisation (SAIDI et al, 2002, GUESSAS et
KIHAL, 2004).

Les différentes étapes de conservation a longue durée des bactéries lactiques purifiées

sont citées dans le diagramme de la figure 03.

[ Culture de 18h sur bouillon MRS ]

'

Centrifugation a 4000t/min pendant 10 minutes

!

Conservation du culot

|

[ Culot est additionné de 2ml de lait écrémé stérile a 1’extrait de levure ]

plus 30% de glycérol

v

[ Repartition dans des tubes d’eppendorfs ]

|

[ Conservation a -20°C }

Figure 04: Etapes de conservation a longue durée des bacteéries lactiques purifiees (SAIDI et
al, 2002)
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5 Pré-identification des bactéries lactiques

L’identification des isolats a ¢été réalisée par des techniques classiques de
microbiologie, basées sur la recherche d’un certain nombre de caracteres morphologiques,
physiologiques et biochimiques, ont été reprises dans se travail. Tout les techniques
d’identification ont été décrites par (LARPENT, 1997 ; IDOUI, 2008 ; GUSILS et al, 2010).

Il existe d’autres tests plus récents et plus précis ou sont utilisées des techniques

moléculaires et genétiqgues (MARCONI et al, 2000).

5.1. Etude morphologique

Cette étude basée sur 1’observation macroscopique et microscopique.
5.1.1. Examen macroscopique

Ce test permet de mettre en évidence la morphologie de colonie obtenue sur des milieux
solides, il s’agit d’une observation a 1’ceil nu qui consiste a déterminer les parameétres suivants

(la forme, taille, pigmentation, contour, viscositg...)
5.1.2 Examen microscopique

Apres I’examen macroscopique des colonies sur gélose MRS, et dans le but d’écarter
tout ce qui ne peut pas étre une bactérie lactique, les isolats ont été soumis a la coloration de

Gram (voir I’ Annex02).

La coloration de Gram est effectuée sur frottis. Elle permet de distinguer deux types des
bactéries, les bactéries Gram négatif (G-) et les bactéries positives (G+). Celles-ci différent de
part la composition de la paroi, notamment par 1’épaisseur du peptidoglycane, par la présence

d’une membrane externe (LARPENT, 1990).

Les bacteries Gram positives et catalase négatives son présumeées des bactéries lactiques.
5.2Tests physiologiques
5.2.1Test de catalase

Le test catalase sert a démontrer si la bactérie posséde 1’enzyme catalase qui dégrade
I’eau oxygénée (H,O,) en eau métabolique (H,O) et oxygéne (O,). L’activité catalytique

consiste a prélever une colonie sur gélose MRS ou M17 et dissociée dans une goutte d’eau
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oxygénée (H,O;) a 10 volume ; I’apparition de bulles révélant le dégagement d’oxygéne
(AHMED et IRENE, 2007).

5.2.2 Croissance a différentes températures

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

bactéries lactiques thermophiles.

Apreés inoculation du bouillon MRS (5ml pour chaque tube) par les cultures pures, les
tubes sont incubés pendant 24h a 48h aux températures 4°C, 30°C ,37°C, 45°C, au bout de ce

délai, la croissance est appréciée par I’apparition de trouble.
5.2.3 Test de thermorésistante

Ce test permet d’isoler ou identifier les souches résistantes a une température de 63.5°C
pendant 30 minutes. Les souches sont inoculées en milieux liquide (MRS ou M17) (5ml pour

chaque tube) , la culture bactérienne doit étre jeune pure.

Les tubes sont introduites dans un bain marie a 63.5°C pendant 30 minutes, et d’autres
tubes sont introduites dans un bain marie a 55°C pendant 15 minutes. Puis incubés a 37°C
durant 24 a 48 heures.

Un résultat positif se traduit par un trouble (DE ROISSART et al, 2006)
5.2.4 Test de croissance a différentes pH

Le bouillon MRS ajusté¢ a des pH différents avec une solution de NaOH ou de I’HCI,

stérilisé puis des tubes contenant 5ml de milieu sont inoculé avec toutes les souches .
5.2.4.1 La croissance a pH 9.6

Le but de ce test c’est de différencier entre Enterococcus et Streptococcus

thermophilus.

Aprés ensemencement dans le milieu MRS a pH 9,6. La culture est incubée a 37°C

pendant 24h. La croissance se traduit par I’apparition d’un trouble dans le tube.
5.2.4.2 Lacroissance a pH 4.8

Il permet d’identifier le genre Lactobacillus. On refait les mémes étapes que celles

décrites a pH 9,6. La croissance se traduit aussi par ’apparition d’un trouble dans le tube.

.
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5.2.5. La tolérance de la salinité

Aprés avoir une culture jeune des isolats (culture de 18h a 30°C), ces derniers sont
ensemencés dans un milieu MRS liquide contant 3 %, 6.5% et 9.6% de chlorure de Sodium
(NaCl) et incubés a 30°C avec un témoin MRS liquide sans sel pendant 5 jours (GUESSAS et
KIHEL, 2004).

La croissance des bactéries est appréciée par l’apparition d’un trouble dans les tubes

(LEVEAU et BOUIX, 1980).
5.2.6. La culture sur le lait de Sherman

Un volume de 5 ml du lait écrémé additionné de 0,1 % ou 0,3 % de bleu de méthyléne
a eté versé dans chaque tube a essais. Les tubes sont stérilisés a 110°C pendant 10 min,
ensemencés puis incubés a 30°C pendant (16-72h). Si le lait reste entiérement bleu, la bactérie
ne peut pas se développer et elle est donc sensible au bleu de méthylene. Le virage de couleur
du lait vers le blanc est traduit par une réduction de bleu de méthyléne, résultat des
fermentations bactériennes. Un anneau bleu, dii a ’action de 1’oxygene présent dans le tube, se
forme a la surface. Dans ce cas la bactérie est résistante au bleu de méthyléne (MAMI et al,
2013)

5.3 Tests biochimiques
5.3.1 Recherche de I’arginine dihydrolase (ADH)

La recherche de cette enzyme est intéressante pour la caractérisation des bactéries
lactiques. Pour réaliser ce test, La gélose M16BCP a été ensemencée en surface par les souches
isolées a partir de S’men camelin.

Les bactéries lactiques utilisant le lactose donne une coloration jaune en acidifiant le
milieu, alors que d’autres sont capables d’utiliser 1’arginine et réalcaliniser le milieu en

changeant la couleur du jaune au violet (THOMAS, 1973).
5.3.2. Production de I’acétoine (Acétyle-Méthyle-Carbinol)

Sur milieu de Clark et Lubs, et apres ensemencement des souches et incubation a 37°C
pendant 24 a 48 h. La production de 1’acétoine est testée par la réaction de Vogues-Proskauer

(VP) est s’applique de la fagon suivante :

-
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Dans un tube & essai on introduit 1ml de la culture & tester, on ajout 5 gouttes du reactif
VPI (solution de soude NaOH a 16% dans 1’eau distillée) et le méme volume du réactif VPII
(a- naphtol a 6% dans 1’alcool a 95%).

On agite soigneusement les tubes et laisse reposer 5 a 10 min a température ambiante.

Le test positif se traduit par I’apparition d’un anneau rose a la surface du milieu, 10min

(GUIRAUD, 1998).
5.3.3 Recherche du type fermentaire

Un tube contenant le bouillon MRS (contient le glucose au lieu de lactose) et une
cloche de Durham est inoculé avec la souche a étudier apres incubation de 24h a 30°C, la
présence du gaz dans la cloche indique un métabolisme hétérofermentaire Alors que leur

absence indique que les bactéries sont homofermentaires (HARIRI et al, 2009).
5.3.4Production de dextrane

On utilise le milieu : Mayeau, Sandine et Elliker, 1962 (la composition du milieu en
Annexe). La production du dextrane a partir du saccharose est mise en évidence sur milieu
solide MSE. Les souches productrices de dextrane sont caractérisées par la formation des

colonies larges, visqueuses et gluantes (MAYEUX et al, 1962).
5.3.5 Utilisation de citrate

L’utilisation de citrate est étudiée sur milieu KMK (KEMPLER et MCKAY, 1980)
qui contient une solution de ferricyanure de potassium et une solution de citrate ferrique. La
présence du citrate dans le milieu inhibe la réaction entre I’ion ferrique et le potassium

ferricyanide. La gélose a été ensemencée en surface et incubée a 37°C pendant18h-72h

Aprés 18h-72h d’incubation les colonies qui ferment le citrate (grace a la citratase qui
est une enzyme existe dans certaines especes de Leuconostoc) lancent la réaction entre ces ions
ils apparaissent sous forme de colonies bleues ou ayant un centre bleu. Les colonies incapables

de fermenter le citrate reste blanc.
5.3.6Hydrolyse de I’esculine

L’hydrolyse de cet hétéroside est mise en évidence sur le milieu gélose a I’esculine
(DEVOYOD et POULLAIN, 1988 ; LARPENT-GOURGOUD et al, 1997), inoculer le

milieu a partir d’une réaction positive se traduit par un noircissement du milieu di aux sels
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ferriques solubles et I’esculine. Pour les bactéries négatives, le milieu reste inchangé mais il ya

croissance.

5.3.7Utilisation des carbohydrates

La fermentation des carbohydrates a été menée sur milieu MRS sans extrait de viande,
sans sucre et additionné au bleu de bromothymole (BBT) comme indicateur de pH qui
remplace le pourpre de bromocrésol BCP (MRSBCP-EV).La source de carbone est représentée
par I’un des sucres suivant : glucose, saccharose, lactose, fructose, galactose, mannitol, xylose
et arabinose (BADIS et al, 2004).

Des solutions sucrés ont été préparer de 1g de chaque sucre avec 10ml de 1’eau distillé
stérile, le tout a été homogénéisé puis stérilisé a 100°C pendant 15 min au bain
marie(BELARBI, 2011).

Deux cultures jeunes de chaque souche ont été préparées, puis une centrifugation de

chaque culture dans un tube d’eppendorf a été effectuée a 8000 tours pendant 10min.

Le culot a été récupéré et additionnée a 1’eau distillée stérile puis une autre
centrifugation a été réalisée pour éliminer les restes de milieu de culture et obtenir un culot
cellulaire pur; ce rincage est réalisé deux fois consécutives. Sur ce culot, 1ml de bouillon
MRS.BCP a été ajouté et bien homogénéisé (HANSAL, 2015).

L’ensemencement a été réalisé dans des microplaques contenant des puits, chaque ligne
verticale comporte un sucre qui sera utilisé par différentes souches, chaque puits contient 200yl
de MRS.BCP avec 100pul de la suspension bactérienne, le tout a été recouvrir par une couche
de huile de paraffine (BADIS et al, 2005).

La microplaquette a été incubée a 30°C pendant 72h et vérifié chaque 24h (GUESSAS,
2006). Le virage du milieu de vert au jaune indique que la souche lactique fermente la source
de carbones au cours de sa croissance (BAUER et al, 2005).

Les étapes et les milieux utilisés dans le test de fermentation des sucres sont mentionnés

dans le diagramme de la figure 05.

.
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Culture bactérienne de 24h. [ Milieu MRS ]

Sans extrait de viande

l Sans sucre
Centrifugation 800_0tr/m|n pendant MRSC-ev
10min
l + Poupre de bromocrésol

Rincage 2 fois du culot

[ MRS-ev-BCP ]

\ 4

Suspension bactérienne (culot+ 1ml
MRS-BCP-EV)

+ Solution sucré
(1g de sucre+10ml
d’eau distillée
stérile

~

-

Ensemencement dans une microplaque
Dans une puit Tm (200pl MRS-BCP-ev)

Les autres puits (200ul MRS-ev-BCP--ev 100 pl
\ solution sucré- 100 ul Suspension bactérienne. /

!

e N\
Recouvrir avec 4 a 5 mm d’huile de
paraffine
g l J
' N\
Incubation 48h a 72h

l

Virage au jaune de I’indicateur

« Fermentation du sucre »

Figure 05: Protocole de fermentation des carbohydrates par les souches isolées a partir de

S’men camelin.
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CHAPITRE IV : Résultats et Discussion
1 Isolement et purification

1.1 Isolement

L’examen macroscopique sur milieu solide MRS ou M17 montre deux types de
colonies, des colonies circulaires, bombées avec couleur blanche et une taille de 1 a 2mm de
diametre, la deuxiéme forme de colonie est irréguliere, érodée, de couleur créme et de 1 a3 mm

de diametre.
1.2 Purification
v" Sur milieu solide

L'aspect macroscopique, permet de décrire des colonies obtenues sur milieu solide MRS
apres incubation a 30°C pendant 24h, présentent des critéres relativement comparable aux
criteres de colonies de bactéries lactiques données par ANA BELENFLOREZ et al, (2005).
Nous avons constaté sur milieu solide des colonies pures de méme taille denviron1a2 mm

de diamétre, de forme circulaire, et de couleur blanchatre.
v Sur milieu liquide

Dans le milieu MRS liquide la croissance des bactéries apparait sous formes de trouble.
Et pour une souche pure cette trouble est concentrée au fon du tube a la recherche des
conditions anaérobiques de ces bactéries avec une zone transparente de 5mm a la surface du
milieu liquide (Figure 02, Annexe03) (KIHAL, 1996;CARR et al, 2002).

2 Pré- identification

2.1 Coloration de Gram

L’aspect microscopique des souches apres coloration de Gram a révélée deux formes de
cellules : Coques et Batonnets. Les coques sont disposées en paires (diplocoques) ou en courtes
chainette. Tandis que la forme batonnet est associee en paire ou en chainette (Figure 03,
Annexe03)

2.2 Teste de recherche de la catalase

Selon les caractéristiques phenotypiques des bactéries lactiques, les souches qui ont eté
testées ne possedent pas I'enzyme catalase donc le test est negatif.

-
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Sur 28 isolats purifies et examinés, on a sélectionnés 10 souches qui sont Gram positive et

catalase négative.

L’ensemble des Critéres morphologiques de nos isolats sont présentées dans le tableau

06.

Tableau 06: Critéres morphologiques des bactéries lactique isolées a partir de S’men camelin.

Souche N° | Catalase | Gram Forme Mode d’association
01 - + Cocci Isolées

02 - + Cocci Isolées

03 - + Bacille Diploides isolées
04 - + Bacille Isolées

05 - + Bacille Isolées

06 - + Bacille En chaine

07 - + Cocci En chaine

08 - + Coccobacille | Diploides

09 - + Cocci En chaine

10 - + Cocci Diploides

3 Tests physiologiques
L’ensemble des résultats de tests physiologiques sont mentionnés dans les tableaux 07
et 08.

3.1 Test de croissance a différentes T°

L'emploie de ce teste permet de diviser les souches en des groupes. La croissance des
isolats a été testée a 4°, 30°, 37°, 45°C. Dans cette études, la majorité des souches testées sont
signalées mésophiles, elles poussent bien a 30°C et 37° aprés 48h d'incubation. Par contre a

température 4°C et 45°C n'ont pas pousses.
3.2 Thermoreésistante

Toutes les souches isolées n’ont pas résisté a 63.5°C pendant 30min mais elles ont

résisté a 55°C pendant 15min.
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3.3 Test de croissance a différentes pH

La mise en culture des souches a pH 4.8, 6.5 et 9.6. Apres une incubation a 30°C les
résultats qui ont été obtenus montrent que touts les souches isolées sont capables de croitre sur
bouillon MRS a pH 6.5 et sont incapables de croitre a pH 9.6, alors que il ya certains souches
sont capables de croitre a pH 4.8 (souche 03, 04, 05,06, 08) et les autres souches sont

incapables de croitre a cette valeur de pH.
3.4 Résistance a la salinité

Les souches qui ont été testés pour savoir leur résistance aux différentes concentrations
de NaCl (3%, 6.5% et 9.6%) nous a permis d'évaluer leur aptitudes a croitre toutes les souches
isolées sur bouillon MRS avec concentration de 3% de sel, quatre souches (03, 04,05, 06) sont
capables de croitre a concentration de 6.5% NaCl et pour une concentration de 9% NaCl les

souches n‘ont pas peuvent se développées.
3.5 Lait de Sherman

Aprés une incubation a 30°C, les résultats qui ont été obtenus montrent que touts les
souches sont capables de croitre en présence du bleu de méthyléne 1% et pour le lait Sherman

3% touts les souches sont incapables de croitre a I'exception de souche05 et 06.

Les résultats des tests physiologiques qui ont été réalisées sur les isolats sont

représentés dans les tableaux suivant:

Tableau 07:Résultats de test de croissance des isolats (S’men camelin) a différentes T°.

croissance a différentes T°

Souche 4° C 30°C |[37°C [45°C Thermorésistance | Thermorésistance
N°® 4 55°C/15 min 4 63.5°C/30 min

01 - - + -

02 -

03 -

04 -

05 -

06 -

07 -

08 -

09 -

o o I o IS o IS (S S

o o I o IS o IS (S S
1

o I o I o S o o S
1

10 -
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Tableau08:Résultats de test de croissance a différentes pH, test de croissance a différentes

NaCl (%) et test lait de Sherman des souches isolées a partir S’men camelin.

Souche | Croissance a | Croissance a différentes | Lait de Sherman
N° différentes pH NaCl (%)
4.8 6.5 9.6 NaCl | NaCl | NaCl | Coagulation | Coagulation
3% 6.5% |9.6% |[1% 3%

01 - + - + - - + -
02 - + - + - - + -
03 + + - + + - + -
04 + + - + + - + -
05 + + - + + - + +
06 + + - + + - + +
07 - + - + - - + -
08 + + - + - - + -
09 - + - + - - + -
10 - + - + - - + -

4 Tests biochimiques

L’ensemble des résultats de tests biochimiques sont mentionnés dans le tableau 07.

4.1 Hydrolyse de I’arginine

Apres 48h d’incubation sur gélose M16BCP a 30°C, on a observé I’apparition d’une
coloration jaune a cause de 1’acidification du milieu donc ADH™ a I’exception de quelques

souches (01, 02, 07,10) qui sont 8 ADH" (milieu reste vert).
4.2 Production de I’acétoine

La production d’acétoine est testé sur milieu Clark et Lubs (FIL, 1991).
A partir de la figure 09(voir Annexe03), on constante que tous nos isolats ne produisent pas
I’cétoine.
Milieu jaune = absence d’acétoine : test du VP négatif pour les isolats lactiques.

Milieu rouge =) présence d’acétoine : test du VP positif pour les isolats lactiques.
4.3 Recherche de type fermentaire

Le caractére homo ou hétérofermentaire est mis en évidence sur bouillon MRS sans
citrate (DWORKIN et al, 2006). Le milieu est réparti dans des tubes a essai dans lesquels des
cloches de Durham inversées et remplies entierement de bouillon sont placées. Apreés

autoclavage, les tubes sont inoculés par une culture bactérienne jeune puis incubés pendant 1a
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5 jours & 30°C. Les souches hétérofermentaires croissent et produisent le CO2 qui s’accumule
dans la cloche, alors que, les homofermentaires croissent sans produire le CO2 (MILLIERE et
al, 1989).

4.4 Production de dextrane
Le test de dextrane s’est révélé négatif pour I’ensemble des souches isolées.
4.5 L’utilisation de citrate

Le milieu KMK, différencié entre les bactéries utilisant le citrate et donnant ainsi des
colonies bleues et entre celles qui n’utilisent pas le citrate donnant des colonies blanches. Les
souches (01, 02, 08, 09,10) ont données un résultat positif (citrate positif) et les autres souches
(03, 04, 05, 06,07) sont citrate négatif.

4.6 Hydrolyse de ’esculine
Le caractere d’hydrolyse d’esculine semble étre variable chez les souches isolées.

Dont elles sont toutes capables de dégrader sauf les souches (02,06) qui sont incapable

d’hydrolysé I’esculine.

Tableau 09: Résultats des tests : type fermentaire, acétoine, I’arginine d’hydrolyse, citrate et

I’esculine des souches isolées a partir de S’men camelin.

Souche N° | Homofermentaire | Hétérofermentaire | Acétoine | ADH | Citrate | L’esculine | Dextrane
01 + - - + + + -
02 + - - + + - -
03 + - - - - + -
04 + - - - - + -
05 + - - - - + -
06 + - - - - - -
07 + - - + - + -
08 - + - - + - -
09 + - - - + + -
10 + - - + + + -
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4.7 Utilisation des carbohydrates

Pour mieux identifier les isolats au niveau de 1’espéce ou de la sous espece on a établit leur
profil fermentaire de huit sucres par dix souches isolées. On utilisant le milieu MRS BCP qui
contient le bleu de bromothymole qui est indicateur de pH, I’utilisation des sucres se traduit
par un virage de I’indicateur colorée vert vers le jaune c’est réaction (+), et la réaction (-) reste
vert. Les résultats ont été expliquées dans (figure 12 Annex03). Tous nos isolats fermentent les

sucres ; glucose, fructose, lactose, galactose, arabinose et saccharose. (Tableau 08).

Tableau 10 : Résultat de profil fermentaire des souches isolées a partir de S’men camelin.

Souche Galactose | Fructose | Lactose | Glucose | Mannitol | Arabinose | Xylose | Saccharose
N°/Sucre

01 +

02

03

04

05

06

+ |+ |+ [+ ++

07

08

09

+

S A S
o o I o o S I S IS P
S o N o I O S
|+ |+ |+ ||+ ]+
I I I N o I R I
o I o o O I O I

10

+

5 Identification des souches lactiques isolées a partir de S’men camelin

Ces isolats ont été identifiés au stade du genre et espéce en se basant sur leurs
caractéristiques morphologiques, physiologiques et biochimiques d’aprés les criteres
mentionnées par (GUIRAUD, 1998 ; AXELSSON, 2004). Un total de 10 isolats lactique ont
été rattachés a 03groupes des bactéries avec leur pourcentage ; Lactococcus 50%,
Lactobacillus 40% et Leuconostoc 10%.

L’identification des souches isolées présentée dans le tableau suivant ;

Tableau 11: L’identification des souches lactiques isolées a partir de S’men

N° des souches isolées Identification (Genre)
01 Lactococcus

02 Lactococcus

03 Lactobacillus

04 Lactobacillus

05 Lactobacillus
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06 Lactobacillus
07 Lactococcus
08 Leuconostoc
09 Lactococcus
10 Lactococcus
6 Discussion

6.1 Caractéristiques des isolats rattachés au genre Lactococcus

Sur la totalité des isolats, cing sont réunis par les caractéristiques suivantes : ils sont des
cocci ou ovoides, arrangés en paires, en courtes ou en longues chaines, homofermentaires qui
ont résisté a une concentration de 3% d’NaCl mais non a 6.5 et 9.6% d’NaCl. Une croissance a
été obtenue a 30° et 37°C mais non a 45°C. Ils n’ont pas développé dans un pH 4.8.Comme ils
n’ont pas résist¢ a un pH de 9.6 ; néanmoins tous les isolats sont capables de croitre en
présence du bleu de méthyléne 1 % .Le test d’ADH a divisé ces bactéries en deux groupes
(ADH'et ADH)).

Le genre Lactococcus est différencie des autres Cocci homofermentaires par leur
croissance entre 30 et 37°C mais non a 45°C et par leur intolérance a 6.5% d’NaCl et le
pH 9.6 ( SALMINEN et al, 2004).Les isolats caractérisés ont été rattachés au Lactococcus car
ce genre est intimement associé au lait et aux produit laitiers et d’aprés les auteurs : (KHEDID
et al,2009; HASSAINE et al, 2008;KARAM et KARAM, 2006;RIHAB et al, 2008 et

ASHMAIG et al,2009), le genre Vagococcus n’est pas isolé a partir du lait cru ou fermenteé.
6.2 Caractéristiques un isolat rattaché au genre Leuconostoc
Un isolat est représenté les Caractéristiques suivantes :

Il est de forme Cocci, ovoide en paire, en courte ou en longe chaine hétérofermentaire
dépourvu de I’arginine dihydrolase (ADH). Il est cru a 3% d’NaCl, la plupart est pu croitre a
30 et 37°C, mais aucun isola n’a pas résisté a une température de 45°C. Il ne produit pas

I’esculine.

L’isolat est toléré le pH acide 4.8, mais non a pH 9.6. Elle n’est pas produit le

dextrane, ne remargue aucune croissance apres un chauffage a 63.5°C pendant 30min.

&
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DEVOYOD et POULLAIN, (1988) ont motionné que certaine espéces de Leuconostoc
utilisent le citrate trés rapidement mais elles ne produisent I’acétoine pour les souches isolées

des échantillons du lait de chamelle.
6.3 Caractéristiques des isolats rattachés au genre Lactobacillus

Quatre isolats ont été associés a ce genre qui est aisément distingué des autres par sa
morphologie caractéristique en batonnet. Ils sont longs ou courts, isolés, en paires ou en
longues chaines, homofermentaires, ADH", croissent tous a 3% et a 6.5% NaCl. Toutes les
souches peuvent se développer a 30-37°C et non a 45°C. Elles sont toutes des acidophiles
(croissance a pH 4.8) mais ne peuvent pas croitre a pH 9.6. Toutes les isolats incapable de
survivent apreés un chauffage de 63.5°C pendant 30min. D’aprés les résultats obtenus, les
isolats de Lactobacillus sont ressemble dans un seul groupe qui croissent a 6.5% NaCl et non a
45°C.

Les souches isolées sont identifieées comme Lactobacillus. Elles sont séparées du genre
Weissella par leur caractere homofermentaire et des Corynebacterium par leur acidophilie
(DWOKIN et al, 2006).

La présence de certaines especes halotolérantes dans le lait de chamelle est

d’importance cruciale, car quelques produits laitiers nécessitent leur exposition a de hauts

nivaux de sels (KHEDID et al, 2009).

Une absence des lactobacilles hétérofermentaires stricts du lait examiné est notée. Elle
peut étre expliquée par la moindre contenu du lait de dromadaire en thiamine essentielle pour
leur croissance (DE VOS et al, 2009 ; PARK et HAENLEIN, 2006 ; YAGIL, 1982).

D’autres auteurs (ZADlI KARAM et KARAM, 2006 ; HASSAIEN et al, 2008) n’ont

pas isolé ce groupe de Lactobacillus a partir des échantillons du lait camelin du sud algérien.

Les lactobacilles thermophiles sont également absents du S’men camelin. (HASSAIEN et al,
2008) et (ZADI KARAM et KARAM., 2006) ont trouvé le méme résultat pour le S'men

camelin étudié.

-
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Conclusion
Les bactéries lactiques représentent un groupe hétérogéne de microorganismes
produisant de 1’acide lactique comme produit principal du métabolisme. Elles interviennent

dans 1I’élaboration de nombreux produits laitiers. Parmi les quels on trouve le S’men.

Le S’men camelin est un produit laitier appartient au patrimoine nutritionnel algérien et
dont sa consommation est encore apprécié jusqu’a ce jour par le consommateur algérien. A
partir de 1’analyse microbiologique (phénotypique, biochimique et physiologique) des
différents échantillons choisis pour I’isolement et 1’identification des bactéries lactiques
d’origine de S’men camelin, nous avons isolé 10 souches appartenant a trois différents genres

qui sont : Lactococcus (50%), Lactobacillus (40%) et Leuconostoc (10%).

Les souches isolées sont des coques et des bacilles, la plupart sont des
homofermentaires mésophiles, toutes les souches ne peuvent pas étre cultivé a 45°C, a pH 9.6
et a 9.6% d’NaCl. Elles sont dépourvues du catalase et ne produisent pas le dextrane, certain
sont capable d’hydrolysé I’esculine, dégradent I’arginine et utilise le citrate. Tous les non sont
pas thermoreésistantes a 63.5°C et capable de fermenté les sucres tels que ; Galactose, Fructose,

Lactose, Glucose, Arabinose et Saccharose.

La présente étude a donné des résultats primitifs, ce qui motive le lancement d’autres
recherches dans le futur afin de compléter et d’approfondir 1’étude sur le S’men traditionnel

notamment :

e Etude comparative sur les types des bactéries lactiques résiduelles entre dans le S’men
traditionnel camelin et le S’men traditionnel de vache.

¢ Identification moléculaire est tres essentielle pour mieux identifier les isolats.

e FEtude de I’activité antimicrobienne de 1’ensemble des bactéries sélectionnées contre un
panel plus large de microorganismes (bactéries et champignons).

e Il serait intéressant d’étudier les propriétés technologiques telles que I’activité
autolytique et le pouvoir texturant.

e [’¢tude de I’effet probiotique des isolats par la réalisation des tests in vitro et in vivo.

.
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Annexe 01 : Les milieux de culture utilisés
Les ingrédients en grammes pour un litre d’eau distillée ou déminéralisée.

01 milieu MRS (Man Rogosa et Sharpe, 1960).

Extraitde levure ... ... 05
Extraitde viande ....... ... 10
POlY PEPLONE .. ., 10
Citrate de SOdIUML. ......oiiiitii e e 02
Acétate de SOdIUM ... 05
GIUCOSE ..., 20
KH2PO 41 02
MOS0 e 0,25
MNSO. .o 0,05
AGAI-A0AT ..ottt 15
Eaudistillée ... ..o 1000ml
pH 6,8

Autoclavage 120°C/20 minutes.
02 Milieu M16 BCP (Thomas, 1973)

EXtrait de leVUre ..o 2.5
Extraitde viande ..........cooviiii 05
Peptone. ..ot i 10
Acide ascorbique ... 0,5
2T (0] P 02

L-arginine .......coooriiiiiiiie e 04

Pourpre de Bromocrésol ............ooiiiiiiiiiii 0,05
AGAI-A0A5 ...t 15
Baudistillée ... 1000ml
pH 6,8

Autoclavage 120°C/20 minutes.
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03 Milieu MSE (Mayeux, Sandine et Elliker,1962)

TrYPONE ..o 20
GelAtINE. . ..ottt 02,5
Extraitde levure ... ..o 05
SacCharoSe. ......couviiiiii 100
GIUCOSE ..., 05
Citrate de SOdiUM........ooviiniiiiiii e, 01
Azide de sodium ...t 0,075
A0 ..o 15

EBaudistillée ... 1000ml
pH 6,8

Autoclavage 120°C/20 minutes.
04 Milieu M17

TrIYPIONE .o 02,5
Peptone pepsique de vionde ..............ceviviiiiiieninnnn 02,5
Peptone papainique de Soja .........o.oveviieiiriiniinanennnns 05
Extraitde levure ..., 02,5
Extraitdeviande ... 05
0 10 101 - 05
Glycérophosphate de sodium .................ccooeiiiiiiiinn, 19
Sulfate de magnésium ..o 0,25
Acide ascorbique ..., 05
AGAr-a0a5 ... 15
Eaudistillée ... 1000ml
pH 7

Autoclavage 120°C/20 minutes.
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05 Milieu MRS BCP

MRS (milieu liquide) moins I'extrait de viande et sans sucre1000ml
Bromocrésol Poupre............coooviiiiiiiiiiii, 0.025ml
pH 7

Autoclavage 120°C/20 minutes.

06 Milieu KMK (kempler et Mc Kay,1980)

Extraitde levure ... 03
Biopolytone. ........ooeiiiiiiiii 02.5
GIUCOSE ... 05
Baudistillée ... 1000ml
AGAr-A0A5 ..o e 15
pH 6,8

Autoclavage 121°C/15 minutes.
07-Milieu Clark et Lubs

Peptone. ... ..o v 10

GIUCOSE ..o 05

KoHPO . . 05
Eaudistillée ... ..o 1000ml
pH7

Autoclavage 120°C/15 minutes.

08- Gélose a I'esculine

Peptone. .. .o e 03
Peptone de cas€ine.......cco.ovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i, 17
Extraitde levure ... ..., 05
Biled'eeuf ... 10
Chlorure de sodium...........oeiuiiiiiiiiiii e, 05
ESCULINe. .. ..oneiiii 01
Citrate ferrique ammoniacan. ............cevveeeieeeieenneeneennannn 0.5

AzIde de SOTIUM ...t 0,15
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AGAI-A0A0 .. .oviee ittt 15
Bau distillée ... 1000ml
pH 7

Autoclavage 120°C/20 minutes.

09-Lait Ecrémé

Bau distillée ... 1000ml

Laitenpoudre .......ccooviiiiiiiii e 110

Autoclavage 110°C/10 minutes.

10- Eau Physiologique

Chlorure de sodium............coooeviiiiiiiiiiieieenn 8.5
Peptone. ... .o v 0.5
EBaudistillée ... 1000ml
pH7

10-Bouillon MRS

Peptone. ... ..o i 10
Extraitde levure ... 5
Extraitde viande ... 10
GIUCOSE ... 20
Polysorbate 80.......cco.vvuiiiiiiiiii i 01
Citrate d' ammonium............ccoeiiiiiiiiiii e, 0.5
Acétate de SOdIUM ... ..ot 5
Sulfate de magnésium.............c.ccovviiiiiiiniiiniannn.n. 0.1
Sulfate de mangan€se .............ccoviiiiiieiiiiiiiniiann, 0.05
Phosphate disodique .............cooiiiiiiiiee 02
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Annexe 02:Technique de Coloration de Gram et technique des dilutions.

Coloration de Gram

- Réaliser un frottis bactérien et le fixer.

- Colorer au violet de gentiane phénol durant environ 1 min.3

- Laver a I’eau distillée (ou du robinet).

- Faire agir la solution de Lugol durant environ 30 secondes.

- Laver a I’eau distillée (ou du robinet)

- Faire agir I’éthanol a 0.95 durant 10 secondes ou faire couler 1’éthanol sur la lame jusqu’a la
décoloration.

- Laver a I’eau distillée (ou du robinet).

- Colorer a la fuchsine phénolée de quelques secondes a 1 min selon sa concentration.

- Laver a I’eau distillée (ou du robinet).

- Observer apres séchage a I’immersion (objectif x100) et a pleine lumiere.

Les bactéries & Gram+ absorbent la couleur du cristal violet et demeurent bleues violettes en

apparence, contrairement celles a Gram- qui apparaissent distinctement rosatres.

Technique des dilutions:
-Marquer les tubs de diluant (Exemple : 107 ; 10%; 103 10).

-Prélever aseptiquement 1 ml de la suspension meére a l'aide d'un pipette graduée stérile de 1
ml munie d'un poire a aspiration ; I'nomogénéisation du prélevement se fait par aspiration et
refoulement trois fois, ou par I'utilisation d'un homogeneisateur ( norme NF 1SO 7218).

-Transférer aseptiquement le 1ml prélevé dans le premier tube 10, la pipette ne devant pas
pénétrer dans les 9ml de diluant.

-Jeter la pipette utilisée dans un conteur approprié. A l'aide d'une deuxiéme pipette stérile de
1ml, procéder de méme du tube 107 au tube 107,

-Faire de méme pour les deux derniers tubes, en utilisant a chaque prélévement une pipette
nouvelle.

9
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Annexe 03 photos des résultats

Figurel: Aspect macroscopique des bactéries lactiques obtenues apres 96h d'incubation a 37°C
sur milieu MRS (1) et M17 (2).

Présence des
troubles.

Figure2: Aspect macroscopique des souches pures des bactéries lactiques sur MRS liquide.

Figure 3: Observation microscopique des souches isolées apres une coloration de Gram.

60
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Figure5: Aspect macroscopique des bactéries lactiques obtenues apres 48h d'incubation a
37°C.

Figure6: Aspect macroscopique des bactéries lactiques obtenues aprés 48h d'incubation a 30°C
apH4.8et 9.6
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Figure7: Aspect macroscopique des bactéries lactiques obtenues aprés 48h d'incubation & 30°C
a différentes NaCl.

(1) )
Figure8 :Croissance en milieu de Sherman (1%) (1) et (3%) (2).

Figure9 : Résultats de la recharche de 1’acétoine
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FigurelO :Test de type fermentaire des souches

Figurel2 : Croissance en milieu gélosé a 1’esculine aprés 24h d’incubation

S
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Figurel3 : Profile fermentaire des isolats effectué sur plaque d’Elisa

Tm : Témoin milieu MRS BCP.

Souches: S01, S02, S03, S04, S05, S06, S07, S08, S09 et S10.
Sucres: A (Galactose),B(Fructose), C(Lactose),D(Glucose),
E(Mannitol),F(Arabinose),G(Xylose),H(Saccharose)

Jaune : fermentation du sucre résultat (+).

Vert : pas de fermentation du sucre résultat(-).
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Annex04 : Tableaux de références.

Tableau 01 : Caractéristiques des Lactobacillus.

Tableau 02 : Caractéristiques des Leuconostoc.
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Tableau 03: Caractéristiques des Enterococcus, Lactococcus et Streptococcus.

Annexe 05: Liste de matériels utilisés

v

NN N N N N N N N N N N NN

Centrifugeuse

Bain Marie

Four pasteur
Microscope optique
Vortex

Etuve

Balance

pH métre

Agitateur magnétique a plaque chauffante
Anse de platine
Autoclave

Barreaux magnétique
Bec benzéne

Boites pétri
Eprouvette
Erlenmayer
Micropipette

Plaque d’Elisa

AN N N NN

Mortier

Pipettes pasteurs
Reéfrigérateur
Tubes a essali
Tubes eppendorf
Tubes sec en verre
Vortex électrique

E



Résumé
Comme tous les produits laitiers fermentés, le Smen représente un habitat naturel pour les bactéries lactiques. Pour cette
raison, cette étude a été réalisée afin d’isoler et d’identifier les bactéries lactiques a partir de trois échantillons de S’men camelin

provenant de wilaya de Ouargla, nous a permis d’obtenir 10 souches & Gram positif et catalase négatif.

Pour D’identification des espéces, nous sommes basés sur les tests suivants : tests phénotypiques, biochimiques et
physiologiques. Test de fermentation des sucres a permis d’identifier 10 isolats. Ces isolats ont été affiliés a trois genres bactériens
qui sont : Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus. De ces derniers, le genre Lactococcus est le plus dominant avec un pourcentage
de 50%, du fait de son adaptation au procédé de préparation de S’men qui inclut différentes conditions hostiles pour le

développement bactérien : salage, conditions anaérobique, etc.

Les souches isolées sont des coques et des bacilles, la plupart sont des homofermentaires mésophiles, toutes les

souches ne peuvent pas étre cultivé a 45°C, a pH 9.6 et a 9.6% d’NaCl. Elles sont dépourvues du catalase et ne produisent pas le
dextrane, certain sont capable d’hydrolysé 1’esculine, dégradent I’arginine et utilise le citrate. Tous les non sont pas

thermorésistantes a 63.5°C et capable de fermenté les sucres tels que ; Galactose, Fructose, Lactose, Glucose, Arabinose et

Abstract

Like all fermented dairy products, S’men represents a natural habitat for lactic acid bacteria. For this reason, this study was
carried out in order to isolate and identify lactic acid bacteria from three samples of S'men camelin from the wilaya of Ouargla,
allowed us to obtain 10 Gram positive and catalase negative strains. . For the identification of species, we are based on the
following tests: phenotypic, biochemical and physiological tests. Sugar fermentation test identified 10 isolates. These isolates were
affiliated with three bacterial genera which are: Lactobacillus, Leuconostoc and Lactococcus. Of these, the genus Lactococcus is the
most dominant with a percentage of 50%, due to its adaptation to the process of preparation of Smen which includes different
conditions hostile to bacterial development: salting, anaerobic conditions, etc.

The strains isolated are cocci and bacilli, most are mesophilic homofermenters, not all strains can be grown at 45 ° C, pH
9.6 and 9.6% NaCl. They are devoid of catalase and do not produce dextran, some are able to hydrolyze esculin, degrade arginine
and use citrate. Not all of them are heat resistant to 63.5 ° C and capable of fermenting sugars such as; Galactose, Fructose, Lactose,

Glucose, Arabinose and Sucrose.
Key words: camel milk, Smen, lactic acid bacteria, physiological and biochemical characteristics
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