République Algérienne Démocratique et Populaire

Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

CRAPC
UNIVERSITE KASDI MERBAH - OUARGLA

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie

Département des Sciences Biologiques

Mémoire de Fin d’Etudes
En vue de I’obtention du diplome de
MASTER ACADIMIQUE
Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie
Filiere : Sciences Biologiques
Spécialité : Microbiologie Appliquée

Théme

Identification et caractérisation technologique des bactéries |

lactiques isolées a partir de Smen camelin

Présenté par
NAGHNAGH Rachid

ABDELAOUI Bayoud Brahim
Soutenu publiquement le : 20/06/2022

Devant le jury :

Présidente : KHALLEF Sakina MCA Univ. K. M. Ouargla

Encadreur : MOSBAH Said MCA Univ. K. M. Ouargla

Co-Encadreur : BOURICHA M’hamed MCB Univ. K. M. Ouargla

Examinateur : DJELLOUL DAOUADJI MCB Univ. K. M. Ouargla
Soumia

Année universitaire :2021/2022



Remerciements

Nous remerciens en premier lieu le DIEU, le tout Puissant., qui nous ‘a permis d’avoir
finalisé ce travail de mémoire, et ses innombrables bienfaits.

Tout d’abord nous tenons a exprimer toute nous reconnaissance a nos encadreur Mr.
MOSBAH Said, et Mr. BOURICHA M'hamedMaitres de conférences au Département de
Biologie, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université KasdiMerbah Ouargla,
nous la remercie de nous encadré, orienté, aidé et conseillé.

Nous remercient Mr.BOUAL Zakaria, et Mr.HANNIAbdallahpourleurs précieux
conseils.

Merci a Mme KHALLEF Sakina et a Melle DJELOUL DAOUADJI Soumiad avoir
acceptéd’évaluer notre travail au sein du jury de soutenance.

Nous adressons des remerciements en particulier aMr KEDDAR Mohamed nadiretMr
KASBI Ibrahimqui ont accepté de participer a cette étude et sans qui ce travail n’aurait
Jjamais vu le jour.

Merci aux professeurs de la faculté des sciences de la vie, ainsi qu’a nos maitres de nous
‘avoir transmis leur savoir et leur passion.

Nous souhaitons également remercier BABZIZ Reduane, HARIZ Salah Eddine, HADJ
AYOUB Brahim, et RIAG Abderrahmanpour avoir su nous faire confiance et nous avoir
conseillé tout au long de deux années.

Nous adressons nos sinceres remerciements a Melle BOUZIANE Ghania et Melle
GUEHAZ Karimade nous avoir accueilli dans le laboratoire et pour la confiance et [’aide
qu’ils nous ont accordé, ainsi que toute l’équipe du laboratoire ;collegues, sans oublier
tout le personnel de la bibliotheque de faculté des sciences de la nature et de la vie.

Pour leur aide et leur compréhension.

Finalement, nous remercions toutes les personnes qui ont participé de pres ou de loin a la
concrétisation de ce mémoire.

II



Dédicaces

Je dédie ce travail de soutenance a : Mes
chers parents, mes sceurs et, ma famille, mes
fréres, sans oublier les amies, surtout
Youcef.K et la sociét¢ El-Rouwad pour

I’éducation et I’enseignement et Laboratoire

Ibr. ABDELLAOUI. B

3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k %k 3k 3k 3k 3k %k %k ok ok ok sk sk k ok

Je dédie ce travail de soutenance a : Mes
chers parents, ma sceur et mes freres
Krimou, Sofian, et Riyad, mon beau-frére
Salah et niecesRazan, Manar sans oublier
mes amies, surtout Rostom et Youcef, Aicha
, Amina , Anouar , Fadila , Nour El-houda
, Randa , Safa , Salsabile , Souhila , Somia
, Wiam .

Rachid. N

III



Liste des abreviations

ADH : Arginine Dihydrolas

BCP : Bromocrésol pourpre

BL : Bactéries lactiques

BM : Bleu de méthylene

CaCQO; : Carbonate de calcium
CFU/ml : Unité formant colonie par millilitre
EPS : Exo-polysaccharides

KMK : Kempler et Mc Kay, 1980.

LB :Lactobacillus

Lc :Lactococcus

Leu-AP : Leucine-Aminopeptidase

Ln : Leuconostoc

Lys-AP : Lysine-Amin peptidase

M : souche isole a température 37°C
M16 BCP : M16 Bromocrésol pourpre
MRS : de Man-Rogosa et Sharpe, 1960
MSE : Mayeux, Sandine et Elliker, 1962.
NaCl : Chlorure de sodium

NaOH :Hydroxyde de sodium

ph: Potentiel d’Hydrogene

S : souche isole a température 30°C

T® : Température

Zi : Zone d’inhibition

v



Liste des tableaux

Tableau I: Souches pathogenes utilisées dans le test antimicrobien.............cccceeeveeeeennnns 17

Tableau II: Critéres morphologiques des bactéries lactiques isolées a partir de Smen

(67280015 01 o EO U U PPPUPRR 20
Tableau III : Les résultats de test de croissance a différentes températures...................... 21
Tableau IV : Les résultats du test de thermorésistance...........cccvvvvvieeeeeeeriiiiiiiiieeeeeeeees 21

Tableau V:Les résultats du test de croissance a différents pH et a différentes

concentrations €N NACT (Y0) . .uvvuiieeeeeeiiiiiiieee e e e e e e e e e e eerareeeeeeeeas 22
Tableau VI: Les résultats des tests biochimiques des souches isolées.............ccccceeeeennne. 23
Tableau VII : Les résultats du test de la dégradation de citrate...........cceeevevvvviieeeeeeeennnnnns 30
Tableau VIII: Les résultats de fermentation des sucres par les souches isolées................ 55
Tableau IX: Les diametre d’activité protéolytique des souches isolées...........cccveerennnnnns 56

Tableau X:Diameétre d’activité antibactérienne des isolats vis-a-vis des bactéries

PALNOZEINIES .oeviiiiieeiiieeee ettt e e e e e e e e e e e et a e e e e e e e e e nnaaraaes 58




Liste des figures

Figure 1 : Répartition des espéces de la collection lactique (%) ....ccccvvvveeeeeeeeiriiiiiieeeennn. 26
Figure 2: L activité antimicrobienne des souches isoles vis-a-vis les bactéries pathogenes31

Figure 3: Les diametres des zones claire d’ Activité protéolytique des souches isolées.....55

VI



Liste des photos

Photo 1: Résultat du test de lait de Sherman (forme oxyde€) .........ccccvvriviieeeeeiiiiiiiiiieeeennn. 24
Photo 2 : Résultat du test de lait de Sherman (forme réduit)..........ccccvvvveeeeeeeiniiiiiiiieeeennn. 24

Photo 3: Résultats de Fermentation des carbohydrates par les souches bactériennes sur

UNE PlAQUE A ELISE ....eviiiiiiiieeeeeeee et e e e e e e e e 25
Photo 4: Activité protéolytique des isolats sur milieu MRS additionné lait écréeme .......... 27
Photo 5 : Activité lipolytique des isolats sur gélose MRS additionné au tween 80............ 28

Photo 6: Résultats de dégradation de citrate révele par l'apparition des colonies de

couleur bleu sue g€lose KIMK .......coooiiiiiiiiiiiiieeeee et 29
Photo 7: Résultats d’activité antibactérienne (méthode directe) des souches isolées contre

Salmonella enterica ATCCO017 .......uiiiiiiiiiiiiiieee e 31
Photo 8: Aspect macroscopique des souches lactique sur gélose MRS .............cccceeeeeenn. 53

Photo 9: Observations microscopiques des souches isolées aprés une coloration de Gram

A grossisSemMent (X100) .....c.uuiiiiiieeeeeiiiieeeee e e e e e e e e e e e raeeaeeeas 53
Photo 10: Résultat du test de catalase (test négatif)..........cceeeveeeeviiiiiiiiiieeeeeeeiiieeeee e, 53
Photo 11: Test de recherche type fermentaire (CO2 +) ......ovveeeeveiiiiiiiiiiieeeeeeeiiiieeeeee e, 54
Photo 12: Aspect des colonies a ADH positif sur milieu MRS-BCP ............cccoiiiiinnne 54
Photo 13: Aspect des colonies a ADH négatif sur milieu MRS-BCP.............cccococceei 54

Photo 14: Résultats d’activité antibactérienne (méthode directe) des souches isolées

contre Salmonella enterica ATCCO017........veiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee e 56
Photo 17: Résultats d’activité antibactérienne (méthode directe) des souches isolées

contre Escherichia coli ATCC25992......ccoiiiiiiiiieeeee e 57
Photo 16: Résultats d’activité antibactérienne (méthode directe) des souches isolées

contre Staphylococcus aureus ATCC25923 ... 57
Photo 15: Résultats d’activité antibactérienne (méthode directe) des souches isolées

contre Pseudomonas aeruginosa ATCCO027 ......cceveviiiiiiiieeeiiiieee e 57

VII



Annexe 01

Annexe 02

Annexe 03

Annexe 04

Annexe 05

Annexe 06

Annexe 07

Liste des annexes

: Milieux de CUltUre.........ooeiiiiiiiiiiice e 49
: Solution, Reactifs et Tampons Phosphate.............ccccceevviiiiiiinnnnnnnn. 51
:Protocole de coloration de Gram (Baldent., 1997)..........cccccvvvvveeennnn. 52
S Materie] ULIIISE .....coeiiiiiiiiiiice e 52
: Examen macroscopique et miCroSCOPIQUE .......uvvvrvrreeeeeeerrirrrrreeeeaennn 53
: Tests physiologiques et biochimiques ...........ccccuvvvieeeeeeeriicciiiiieeeenn. 54
: Tests teChNOlOZIQUES ......vvvviiieeeeeiiiiieee e 55

VIII



Table de matieres

Liste des abréVIatiOns ........c.uueiiiiiiiiieeiiiice e e v

LiSte des tableUX ...cceouiiiiieiiiiieie e v

LiISte deS fIQUIES.....ueeiiiiiiieeee et e e e e et e e e e e e e e eaaaaeeeeeeeeennnnes VI

LiSte des PROTOS .....uiiiiiiiiieee et e e e e e e e e e e e e e e e e VII

LiSte deS ANMNEXES ..ccuuiviiieiiiiiiee ettt VI

INErOAUCTION ..t e e e e e 2
PARTIE I

Syntheése bibliographique

Synthése biblIographiqUe.........ccoeeeiiiiiiiiiiiiieee e 4
[.  Synthése bibliographique ............cceeeeiiiiiiiiiiiiiieee e e e 5

1. Importance des bactéries lactiques dans le domaine technologique et

industriel 5

2. Aptitudes technologiques des bactéries lactiques camelines....................... 5
2.1, Pouvoir aCidiflant.........ceeeiiiiiiiiiiiiiiiei e 5
2.2, Aptitude proteolytiqUe.......cceeeeiriiiiiiiiieeeeeeeiieeee e 6
2.3, Aptitude HPOLytiqQUE .....eeveiieeeeeiiiiiiiieee e 6
2.4, Aptitude tEXTUTANE ........vviiiiieeeeeiiiiiiieee e e e e e e e e e e e e e e e e e 7
2.5, Aptitude aromatiSANTE ..........cceeeiurriiiireeeeeriiiiiiieeeeeeeeeeirrreeeeeeeeeaees 8
2.6.  Activité antimiCTODIENNE ......c.uveeeieriiiieieaiiiiee et 8

3. Principales genres ou especes des bactéries lactiques camelin a pouvoirs

PARTIE 11

Matériel et Méthodes

teChNOIOZIQUES PUISSANLS ...eviiiiieeeeiiiiiiiieeeeeeeeeciiiie e e e e e e e ettt e e e e e eeeeesnebbareeeeeeeeennnnneeees 9
1. Préparation de SmMen..........cooviiiiiiiiiiiieieeeeeee e 11
2. Isolement et pré-identification des bactéries lactiques.............ceeeveunnnneeen. 11

IX



2.1.  Préparation des dilutions décimales et isolement ............cccccueeeeennne. 11

2.2. PUfICAtION ...eoiiiiiiiiiiiiiiiice e 12
2.3.  Pré-identification des 1SOlats.........ccccueeiiiiiiiiiiiniiiiiiiieeece 12
2.3.1.1. L’aspect MacroSCOPIQUE .....cuuvvvrrrreeeeeeriiirrirereeeeeeesnnnnnnereeeaaeens 12
2.3.1.2.  ASPEct MICTOSCOPIQUE .eeeerueerrrirreeeeeeeriiiniarreeeeeeeesasnnnrereeeeeeens 12
2.3.1.3. Conservation des 1S01ats .........ccoocuieiiiniiieiiiniiiiieiiceeeeen 13
2.3.2.1. Croissance a différentes temperatures..........cccceeeeereevvrvveeeeennn. 13
2.3.2.2. Résistance a la salinit€...........coooviiieiiiiiiiiiiiniiiiiiiieeen 14
2.3.2.3. Croissance a différent pH .........ccccceeeviviiiiiiiiiieeeeeee, 14
2.3.3.1. Recherche de type fermentaire............ccccvvvvvrieeeeeeriicniiieeeeennn. 14
2.3.3.2. Hydrolyse de I'arginine.............ccceeeeeereiiniiiiiieeee e 14
2.3.3.3.  Utilisations deS SUCTES ....cccuuvreeeriiiiieeaiiiieeeeiiiieee e e 15
2.3.3.4. Culture sur lait de Sherman ...........cccooiiieiiiniiiiiiinieeeen 15
2.3.4. Tests bioteChNOlOIQUES .......eevieeeeeeiiiiiiiieeee e 16
2.3.4.1.  Activité protéolytique.......ccccvrviirieeeeeeriiiiiiieeee e e e 16
2.3.4.2.  Activit€ HPOLYtIQUES ..ceeeeeeeeiiiiiiieeee e 16
2.3.4.3. Production des Exopolysacharides...........cccccceveeeeennicniiineennnnn. 16
2.3.4.4. Production des substances aromatiques..........ccceeeereruevvvrreeeennn. 16
PARTIE II1

Résultats et Discussion

2.3.4.5. Production des substances antimiCrobienNnNes.........ccooeeevuueeennnnen 17

1. Pré-identification des bactéries lactiques isolé a partir du Smen camelin .19

1.1.  Examen macroscopique €t MiCTOSCOPIQUE ....uvvrrrreeeeerrierrrrreeeeeeesnnnnnns 19
1.2.  Test de recherche de la catalase..........cccoocueeeiiniiiiiiiniiiiinie 19
2. Tests PhySIOIOZIQUES ....eeveeeeieiiiiiiiieee e e e e e 20
2.1.  Test de croissance a différentes temperatures ...........cceevvvvveeeeeeeennnnns 20




2.2. ThErMOTESISTANCE .. ceveeeeeee e e e e e e e e e eens 20

2.3.  Test de croissance a différentes pH et concentrations de NaCl........... 22

3. Tests BIOChIMIQUES ......eviiieeeiiiiiiiiieeee e e 23
3.1.  Recherche de type fermentaire ...........ccoeeeeuvviiiieeeeeeeiiiiiiiieeee e e e 23

3.2. Hydrolyse de I’arginine ...........cccvveveeeeeeeiiiiiiiiiieeeeeeeeeiiiieeee e e e 24

3.3, Laitde Sherman ...........cccooiiiiiiiiiiiiii e 24

3.4, Test de dégradation des SUCTES........cceeeeeeriiiiriiiieeeeeeeiiiiiieeeeee e e e 25

4. Tests teChNOIOZIQUES .....ceeeeeeeiiiiiieeee e e e 26
4.1.  Pouvoir prot€olytiqUe.......cceeeeriiuriiiiieeeeeeeiiiiiireeee e e e eeiiireeee e e e e e e 26

4.2, Pouvolr HPOLYtIQUE......uvviieeeeeieiiiiiiiiieee e e e e e e 27

4.3, POUVOIr arOMALIQUE .....vvvrrreeeeeeiiiiiiireeeeeeeesieeirrreeeeeeeesnsnnrareeeeeseesnnnns 28

4.4, Activité antibacteriBNNe. ......covuuveeeiriiiiieeiiiiiee et 30
CONCIUSION .t e et e e ee e 33
IV.  Conclusion EnErale.............uuviiiiieiiiiiiiiiiiiiee e e e e e e 34
V.  Reéférencesbibliographiques ..........cooccvviiiiiieeieiiiiiiiiiieee e 37
AATINIEXES ...ttt ettt et e ettt e e ettt e e ettt e e et e e e e e abaeeeeaaes 48
RESUME. ...ttt e e e 59

XI



6\

Introduction




Introduction

Le lait de chamelle occupe une place stratégique dans I'alimentation quotidienne des
nomades, de par sa composition €quilibrée en nutriments de base (protéines, glucides et
lipides) et sa richesse en vitamines et en minéraux, notamment en calcium alimentaire. En
raison de son importance ce produit peut étre consommé a 1’état frais, mais aussi sous forme
pasteurisé, stérilis¢ ou transformé en produits fermentés (Huyghebaert, 2006). Parmi les
dérivés du lait de chamelle on trouve le lait fermenté, le fromages traditionnels (Klilla) et le

beurre fermenté (Smen).

Le beurre fermenté ou (Smen) est utilis¢é a de nombreuses fins thérapeutiques, telles
que l'inconfort gastro-intestinal et les problémes de peau. Cette Propriétés thérapeutiques sont
a Dorigine d’une flore lactique abondante dans le Smen. Cettederniére améliore le profil
thérapeutiques et médicinales de ces aliments par production des molécules bioactives(Ewe et

Loo, 2016).

Les bactéries lactiques sont a l'origine des processus de transformation conditionnant
la texture et la qualité organoleptique des produits alimentaires fermentés (Ganzeleet al.,

2000 ; Delgado et al., 2001 ; Taillez.,2001).

Parmiles intéréts des bactéries lactiques dans les aliments fermentés réside
principalement dans certaines activités métaboliques particuliéres. La production d'acide
lactique est essentielle a la production des produits laitiers fermentés et leur confeére une

saveur typique (Labaouiez al.,2005).

Ces bactéries contribuent par leur pouvoir de sécrétion de métabolites variées. Soit a la
production de composés volatils qui participent au développement de 1’arome, de la saveur, et
de la texture de plusieurs produits laitiers. Certaines bactéries lactiques produisent des exo-
polysaccharides qui jouent un role important dans le développement de la texture de plusieurs

produits laitiers (Labaouief al.,2005).

D’autre part, les bactéries lactiques réduisent le nombre ou inhibent la croissance des
pathogenes dans les produits alimentaires par la production des bactériocines (Osullivaner

al.,2002).

Dans ce contexte, I'intérét de ce travail consiste a I’é¢tude de certains pouvoirs

technologiques des bactéries lactiques isolées a partir du Smen camelin.




Le manuscrit est structuré en trois parties, la premiere partie est consacrée a une
synthese bibliographique sur les principales genres ou especes de bactéries lactiquesisolées du

lait camelin qui présentent des pouvoirs technologiques importants.

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 de pré-
identification morphologiques, physiologiques et biochimiques et les tests technologiques des
souches lactiques isolées et purifiées. La troisiéme partiec du manuscrit est consacrée aux

résultats et discussion. On termine avec une conclusion qui englobe les résultats de ce travail.
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Partie L. ..o Synthese bibliographique

I.  Synthése bibliographique

1. Importance des bactéries lactiques dans le domaine technologique et
industriel

Les bactéries lactiques sont des microorganismes a Gram positif, non sporulées,
Cocci ou batonnets. Ils se caractérisent par la production d’acide lactique comme produit
majeur de la fermentation des glucides (De Vuyst et Leroy, 2007). Ce groupe de
bactéries est trés hétérogene et partage divers aspects morphologiques, métaboliques et
physiologies, et sont capable d’intervenir dans I’industrie laitiere et dans la fermentation
de nombreux autres produits alimentaires par la contribution a la texture (production des
EPS), a la saveur des aliments et a la production des composés aromatiques. Leur
capacité de fermenter les glucides en acide lactique conduit a une diminution du pH a des
valeurs favorables a la bio conservation des denrées alimentaires (Carmen et al., 2000).
D’autre part, ce groupe joue un rdle aussi dans I’industrie chimique (production des
acides), dans le domaine médical (substance antimicrobienne) et dans I’industrie des
additifs alimentaires (production d’exo polysaccharides). Elles sont aussi utilisées pour la

production de bactériocines et des protéines thérapeutiques (Rodriguez ez al., 2003).

2. Aptitudes technologiques des bactéries lactiques camelines

2.1.Pouvoir acidifiant

L'acidification constitue le role principal des BL utilisées comme ferments ayant
pour but ’abaissement du pH, qui conduit a la coagulation des protéines (casé€ines) du lait
et l'augmentation de la synérese du caillé. Participent Aussia I’amélioration des propriétés
rhéologiques et organoleptiques des aliments fermentés et limitent les risques de

croissance des flores pathogenes(Papamanoliet al., 2003).

Cette activité est trés variée au sein d’une méme espece et entre les especes et se
manifeste par la production de I’acide lactique issu de la fermentation des glucides au

cours de la croissance bactérienne (Raynaud, 2006).

Plusieurs auteurs, ont isolé des souches lactiques a partir du lait de chamelle et

leurs dérivés et ont étudié leurs potentiels technologiques, parmi ses souches on trouve :
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Lactobacillus salivarius posséde une forte activité acidifiante. D'autre part,
Lactobacillusplantarum et Lactobacillus delbrueckii sous-especes bulgaricus, ont montré

une activité d'acidification moyenne (Seifuetal., 2012).

Huggins et Sandine (1984) ont rapporté que Lactococcuslactissubsp. lactis était
un faible producteur d'acide-lactique, et méme Hassaineer al., (2007) qui ont signalé
généralement les especes d'Enterococcus possede une capacité d'acidification lente.
D’autre part, Ln. Mesenteroidessubsp. dextranicum et breviset Lb. plantarum ont montré

de faibles activités acidifiantes (Centenoet al., 2016).

2.2.Aptitude protéolytique

Le systéme protéolytique des bactéries lactiques est constitué de protéases lices a
la paroi cellulaire qui hydrolyse les protéines en peptides et qui sont ensuite dégradés par
des endopeptidases ou des exopeptidases en des acides aminés et des petits peptides

(Donkoret al., 2007 ; Monnet et al., 2008 ; Roudjet al., 2009).

La dégradation de la caséine joue un réle important dans le développement de la
texture du fromage. En outre la dégradation secondaire des peptides et d’acides aminés
est considérée comme ayant un impact majeur sur le développement de la saveur dans le

fromage (Boussouar, 2016).

Une partie des peptides et d’acides aminés sont transformés vers des composés
aromatiques notamment par transamination. Cela conduit a la production d’aldéhydes,
d’acétaldéhydes, d’alcools, d’acides (comme 1’acide acétique ou I’acide propionique)

mais aussi d’acétone et de diacétyle(Meghoufezal., 2019).

De méme, Donkoret al., (2007) ; Monnet et al., (2008) ; Roudjet al., (2009) ont
rapporté que dans le lait de chamelle lesLactobacilles possede généralement une activité
protéolytique plus élevé que les Lactocoques. En plus de ¢a (Belkheir ef al., 2016)ont
trouvé tous les isolats de Leuconostocset de Lactobacilles présentaient des valeurs

d'activités de Lys-AP supérieures a celles de Leu-AP.

2.3.Aptitude lipolytique
L’activité¢ lipolytique des bactéries lactiques a ¢été largement étudiée dans le
domaine alimentaire. Elle joue un role important dans le développement du la qualité

organoleptique par formation des substances aromatiques des produits transformés tels
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que les produits laitiers. Ceci est dii a la présence des estérases qui hydrolysent les esters
formés avec les acides gras a chaine courte (C2-C8) et les lipases qui sont actives sur des
substrats émulsifiés contenant des acides gras a chaine longue (>C8). Ces enzymes sont
impliquées dans I'hydrolyse de mono, di, et triglycérides (Béalez al., 2008 ; Serhanet al.,
2009).

Bien que cette activité puisse €tre responsable de la détérioration du gout si elle
n’est pas employée de maniere contrdlée dans la production de certains fromages comme
le Brie et le Saint Paulin (Chilliard, 1982). Ces activités lipolytiques sont généralement
faibles chez les BL, et les Lactocoques considérés comme plus lipolytiques que
Streptococcus Thermophilus et les Lactobacilles (Chilliard, 1982). Elles peuvent

cependant présenter un intérét pour certaines applications fromageres (Béalezal., 2008).

2.4.Aptitude texturant

Les BL produisant des exo-polysaccharides (EPS); ces microorganismes présentent
une importance industrielle dans ’amélioration de produits alimentaires et sont utilisés
comme cultures starters pour la production du yaourt, le fromage et les produits a base de

céréales (Liu et al., 2010).

Ces EPS sont formées par une succession d'unités répétitives linéaires ou
ramifiées de monosaccharides reliés entre eux par des liens osidiques. Ces unités sont
principalement le glucose, le galactose, le mannose, N-acétylglucosamine, N-
acétylgalactosamine, et le fructose, en proportions variables (Khue et Ngoc, 2013,

Finoreet al., 2014, Zarour, 2018).

Certaines souches des bactéries lactiques ont la caractéristique de synthétiser des
EPS, glucanes (dextranes) et fructosanes (levanes) (Leveau et Bouix, 1993). Ces
polymeres de sucre jouent un rdle important pour la consistance et la rhéologie des
produits transformés. Comme exemple, les Lb. Delbrueckiissp.
BulgaricusetStreptococcus Thermophilus produisant des EPS, qui sont utilisés dans la
fabrication des yaourts pour améliorer la texture, éviter la synérese et augmenter la
viscosité du produit fini. De méme, 'utilisation des EPS produits par les souches Lc.
Lactisssp. cremoriss sont trés prometteuses pour la rhéologie des produits laitiers

fermentés (Leroy et De Vuyst, 2004 ; Ho et al.,2007).
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2.5.Aptitude aromatisante

Les BL possedent des caractéristiques technologiques essentielles pour I’obtention
d’une bioconservation optimale, d’un ardme et d’une texture caractéristique des produits
alimentaires fermentés. Elles sont capables de synthétiser de nombreux composés
aromatiques tels que l'a-acétoacétate, l'acétaldéhyde, le diacétyle, l'acétone et 2,3-
butanediol, 1’acétate, le formiate. Ces composés sont synthétisés principalement a partir
du lactose, du citrate, des acides aminés et des matieres grasses. Cette propriété est
importante lors d’¢laboration des fromages, crémes et beurre, dont ’ardme principal est
li¢ a cette activit¢é microbienne (Bourgeois et Larpent, 1996 ; Gerrit et al, 2005 ;

Cholet, 2006).

En plus, le diacétyleestle principal composé aromatique de nombreux produits
laitiers a l'arome de beurre (Francoiser al., 2007). Lactococcuslacticsssp.
Diacetylacticsest considérée comme principal fournisseur de diacétyle et d’acétaldéhyde

a partir de citrate (Doleyres, 2003).

2.6.Activité antimicrobienne
Cette activité est lice a la capacité des bactéries lactiques de synthétiser différents
métabolites comme les acides organiques, le peroxyde d’hydrogene, les bactériocines, qui

sont capables de réduire la croissance bactérienne (Turpin, 2011).

Parmi les acides organiques, on trouve, 1’acide lactique, I’acide acétique et 1’acide
propionique, qui sont élaborés au cours de la fermentation des glucides, et peuvent
inhiber des levures, des moisissures et des bactéries. Le H,O, produit par les BL
s’accumule dans I’environnement et peut inhiber certains microorganismes.
L’accumulation de CO, comme métabolite secondaire dans le milieu extérieur crée une
anaérobiose qui s’avere toxique pour certains microorganismes acrobies présents dans
I’aliment. D’autre part, le diacétyle peut inhiber la croissance des bactéries a Gram

négatif, des levures et des moisissures (Alakomiet al., 2000 ; Ammoret al., 2006).

Parmi les bactériocines on peut citer la plantarcine produite par Lactobacillus
plantarum, l'entérocine produite par Enterococcusfaecium, lactococcine A, la
lactococcine B et la lactococcine M produites par Lactococcuslactissubspcremoris,

mésentérocine produite par Leuconostocmesenteroides(Makhloufi, 2011).
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La nisine synthétisée par Lactococcuslactis est utilisée comme additif alimentaire
afin d'inhiber le développement des especes nuisibles responsables des intoxications
alimentaires (Doumandjiez al., 2010). Elle est efficace contre les germes pathogenes tels
que Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium

tyrobutiricum(Kalchayanandet al., 1992, de Arauzet al., 2009).

Généralement les bactériocines produites par les BL partagent le méme mode
d’action, bas¢ sur la formation de pores dans la membrane de la bactérie cible (De Vuyst
et Leroy, 2007 ; Kumari et al., 2009). Toutes les différentes propriétés des bactériocines
permettraient d’inhiber la croissance des microorganismes indésirables sans modification

des propriétés organoleptiques du produit (Meghoufel,2019).

3. Principales genres ou espéces des bactéries lactiques camelin a pouvoirs
technologiques puissants
Parmi les Principaux genre de bactéries lactiques camelin qui possedent une forte
activité acidifient, ce Lactobacilles sp. Qui sont utiliséscomme cultures starters dans
I’industrie laitiere (Belkheir et al., 2016). D’apres (Vedamuthu, 1994) ont rapporté que
les souches lactiques qui possedent une bonne activité aromatique sont a partir de Ln.

Mesenteroideset Ln. Lactisqui produisent des aromesa partir de citrate.

(Leroy et De Vuyst, 2004 ; Ho et al., 2007) ont montré que EPS produits par les
souches Lc. Lactisssp. Cremorissont trés prometteuse pour la rhéologie des produits

laitiers.

Badis et Mebrouk.(2004) ont rapportéque les Lactobacilles présentent
généralement une activité protéolytique plus prononcée que les Lactocoques, et parmi les

souches qui a montré une forte activité protéolytique Lb. helveticus.

Dans la dégradation des lipide (Béalet al., 2008) amontrer que Lactocoquepossede

une activité lipolytique importante.

Kalchayanander al.(1992), de Arauzet al.(2009)ont montré que 1’espece
Lactococcuslactis joue un role important dans la préservation des aliments par la
production de la nisine qui possede une activité a large spectre contre les bactéries

pathogenes.
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II. Matériel et Méthodes
1. Lieu et période d’étude

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de recherche de microbiologie 1,
CRAPC (Centre de recherche en science et technique d’analyse physique et chimique),
situé au niveau du nouveau pdle universitaire, université de KasdiMerbah—Ouargla. Dans
lesquels différentes analyses de ce travail ont été réalisées a fin d'étudier le pouvoir
technologique des bactéries lactique isoléesa partir de Smencamelin, cette ¢tude a été

effectuée durant la période du 27 novembre 2021 jusqu’au 26mai 2022.

1. Préparation de Smen
Le beurre de chamelle fermenté (ou Smen camelin) est ¢laboré dans le laboratoire

de CRAPC selon la méthode traditionnelle citée par Mosbahet al.,(2022).

L’ensemble de trois (3) échantillons de lait cru (1L) sont traités a partir des
chamelles (Camillus dromedarius) ¢élevées par un systeme d’¢levage intensif dans la
région de Ghardaia, les échantillons sont transportés au laboratoire et laissés fermentés
spontanément pendant environ 96 heures a la température ambiante jusqu’a I’obtention
du « Raib ». Ce dernier est baratt¢ dans un agitateur incubateur (500 agitation/min) a

température (35°C) pendant 45 min dans le but d’homogénéiser la matiere grasse.

La séparation de la créme se fait par centrifugation du lait a 3500 g/min pendant
20 min a 4C° La creme sur la surface est récupérée par une cuillere dans un
bécherpropre. Cette opération est répétée deux fois afin de récupérer le maximum de la
matiere grasse. La créme fermentée est lavée par 1’eau salée (5% de NaCl) froide, afin

d'éliminer la trace de lait restante.

Le Smen camelin ou le beurre de chamelle fermenté est maturé par I’entreposage
(2éme fermentation) de la creme fermentée dans un pot de terre a un endroit sec et

sombre et a température ambiante durant 3 mois.

2. Isolement et pré-identification des bactéries lactiques
2.1.Préparation des dilutions décimales et isolement
Peser 10 g d'échantillon de Smen dans un récipient avec 90 ml d’eau

physiologique. Placer le récipient dans un bain Marie a 45°C et mélanger jusqu’a la

11
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fusion de Smen et puis préparer les duitions décimale suivantes jusqu'a la dilution 10

S(Norme ISO 6887-4, 2003).

Prélever aseptiquement a ’aide d’une micropipette stérile 1ml de la solution mére
et l'introduire dans un tube contenant 9ml d'eau physiologique pour réaliser la dilution
10%et agiter bien, Ensuite, transférer 1ml de ce premier tube dans le deuxiéme et de la
méme fagon les dilutions décimales successives sont effectuées (jusqu'a 107). Pour
chaque dilution décimales 2 boites de Pétri sont ensemencées par transfert de 1ml dans

chaque boite.

Couler la gélose M.R.S(Annexe 01) maintenue en surfusion a 45°C dans des
boites de Pétri. Pour obtenir une répartition homogene des colonies, on procede par
remuage des boites sur une surface plane en veillant a inverser réguliérement le sens de
rotation ; laisse la gélose se solidifier. Les boites ensemencées sont incubées a 30°C et

37°C jusqu’a la croissance des colonies (maximum 48h) (de Man Rogosaet al., 1960).

2.2.Purification

La purification consiste a réaliser des repiquages successifs sur MRS liquide
(Annexe 01) et sur MRS solide par la méthode des stries jusqu’a I’obtention des colonies
bien distinctes et homogenes de méme taille, méme forme et méme couleur renseignant

sur la pureté des souches. L’incubation se fait a 30°C et 37°C pendant 24h a 48h.

2.3.Pré-identification des isolats

2.3.1. Tests morphologiques

2.3.1.1.Laspect macroscopique

Cette ¢tude est basée sur I’observation visuelle de la culture des isolats sur milieu
MRS solide et liquide ; pour caractériser la taille, la forme et la couleur des colonies sur

milieu solide et le trouble dans le milieu liquide (Badis ez al., 2005).

2.3.1.2.Aspect microscopique
2.3.1.2.1. Test de la catalase
L'activité catalytique se traduit par l'intervention d'une enzyme respiratoire appelé

catalase qui permet de dégrader le peroxyde d'hydrogene (H,O,) en eau (H,O) et oxygene

Catalase
2H,0, » 2H,0 +0O,

12
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(Oy). Celle-ci décompose 1’eau oxygénée selon la réaction suivante :

La méthode de recherche de la catalase consiste a étaler une colonie sur une lame
de verre sur laquelle on ajoute une goutte du H,0,a 10 volumes. La présence de I’enzyme

se manifeste par un dégagement de bulles de gaz (Guiraud J.P., 2003).

2.3.1.2.2. Coloration de Gram(Annexe 04)

C'est une ¢étape tres importante dans 1'identification de genre (Badiset al.,2004).
Elle consiste a distinguer entre les bactéries Gram positif et les bactéries Gram négatifpar
rapport leurs constituants de la paroi bactérienne. Plus précisément, par rapport a

1'épaisseur du peptidoglycane.

2.3.1.3.Conservation des isolats
Pour une bonne continuit¢ du travail, les isolats purifiés doivent étre bien
conservés. Les mesures techniques, nécessaires a la conservation d’un isolat, seront prises

le plus rapidement possibles apres 1’isolement.

2.3.1.3.1. Conservation a court terme
Dont laquelle un ensemencement a été effectué sur gélose MRS incliné et incubé a
30°C et 37°C, apres l'apparition des colonies les cultures ont été maintenues sous une

température de 4°C deux tubes a chaque souche (Saidi et al., 2002).

2.3.1.3.2. Conservation a longue terme

Elle a ét¢ faite a partir des cultures jeunes sur milieu liquide et aprés une
centrifugation a 8000 g/min pendant 10 min. Le culot est récupéré et rincé par l'eau
distillée stérile. Une autre centrifugation a été fait et le culot est ajouté en eppendorf avec
un milieu de culture de conservation est composé de 3 ml de glycérol et 6 ml de bouillon

MRS. Le tout est conservé a une température de -20°C (Badiset al., 2005).
2.3.2. Tests physiologiques

2.3.2.1.Croissance a différentes températures
La croissance bactérienne est évaluée par un trouble en milieu MRS apres 5 jours

d'incubation a 4°C, 10°C, 15°C, 30°C, 37°C et 42°C.

Alors que la thermorésistante des bactéries a €té tester au bain marie a 55°C/15
minutes et 63°C/30 minutes puis on a incubé a 30°C et 37°C /5 jours d'incubation

(Idouiet al., 2009).
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Ces tests vont nous aider a distinguer les souches mésophiles et des thermophiles

ainsi que thermorésistantes.

2.3.2.2.Résistance a la salinité

La croissance des isolats purs en présence de différentes concentrations de Na Cl,
a savoir (3% Na Cl, 6.5% Na Cl, 9.6% Na CI) ont été ensemencé¢ puis incub¢é a 30°C et
37°C pendant 2 a 3 jours, la croissance est appréciée par l'apparition d'un trouble

(Ghozlane, 2012).

2.3.2.3.Croissance a différent pH
Apres avoir une culture jeune des isolats (culture de 18h a 30°C et 37°C), ces
derniers ont ¢été ensemencées dans un milieu MRS liquide a : pH 3.5, pH 9.6 et incubé a

30°C et 37°C pendant 2 a 3 jours.
2.3.3. Tests biochimiques

2.3.3.1.Recherche de type fermentaire

Ce test permet de connaitre le type du métabolisme (homofermentaire ou hétéro-
fermentaire) par lequel le substrat carboné est transformé, et la production du gaz a partir
de la dégradation du glucose. Les souches isolées sont ensemencées dans un bouillon
MRS contenant les cloches des durhams, puis incubés a 30°C et 37°C pendant 24h.
L'absence de gaz dans les cloches montre qu'il s'agit d'un métabolisme homofermentaire
alors que la présence de gaz indique qu'il s'agit d'un métabolisme hétérofermentaire. Le
type fermentaire de Leuconostocest hétérofermentaire (le métabolisme de glucose produit
des quantités équimolaires d'acide lactique, d'éthanol et de CO,. Le type fermentaire de
Leuconostocesthétérofermentaire (le métabolisme de glucose produit des quantités

¢quimolaires d'acide lactique, d'é¢thanol et de CO,(Carr et al., 2002).

2.3.3.2.Hydrolyse de I'arginine

L'arginine d’hydrolase (ADH) est une enzyme capable de dégrader 'arginine en
ammoniac, et des acides aminés (composés basiques) mis en évidence par
'ensemencement des souches sur milieu M16 BCP(Annexe 01), aprés incubation a 30°C
et 37°C a 24h en anaérobiose. Le virage de milieu de vert au jaune (car on a utilisé
l'indicateur coloré le bleu de bromothymol) indique qu'il n'y a pas d'hydrolyse de
l'arginine. Par contre les colonies de couleur blanches hydrolysent l'arginine (Thomas,

1973).
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2.3.3.3.Utilisations des sucres
La vérification de la capacité de dégradation des sucres de ces souches isolées a
¢té effectuée sur bouillon MRS.BCP (Annexe 01), dépourvu d'extrait de viande et sans

sucre (Badis et al, 2005).

Les sucres utilisés dans ce test sont les suivants : Mannose, Xylose, Arabinose,
Ribose, Lactose, Maltose, Fructose, Galactose, Raffinose, Amidon, Rhamnose, Mannitol.
Des solutions sucrées ont été préparer de 1g de chaque sucre avec 10 ml de I'eau distillée
stérile, le tout a ét¢ homogénéis¢ dans vortex3500 tour /min, puis stérilis¢ a 100°C

pendant 10 min au bain Marie.

Trois cultures jeunes de chaque souche ont été préparées, puis une centrifugation
de chaque culture dans un tube d’eppendorf a été effectuée a 4000 tours pendant 10 min.
Le culot a été récupéré et additionné a I'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 ringcage est réalis¢ deux fois consécutives, et apres, 01 ml de bouillon
MRS.BCP(Annexe 08), a été ajouté sur le culot récupéré de la derniére centrifugation et

bien homogénéisé¢ (Hansal, 2015).

L'ensemencement a été réalis€ dans des microplaquettes contenant des puits,
chaque ligne verticale comporte un sucre qui sera utilisé par différentes souches, chaque
puits contient 200 pul de MRS.BCP avec 20ul de solution sucré et 20ul de suspension

bactérienne, le tout a été recouvert par une couche d’huile de paraffine.

Les microplaquettes ont été¢ incubées a 30°C et 37°C pendant 72h et vérifié

chaque 24h (Guessas, 2006).

2.3.3.4.Culture sur lait de Sherman

Ce test indique I’aptitude des bactéries a pousser dans le lait a 0% maticre gras en
présence de bleu de méthylene a différentes concentrations. Chaque culture a tester a été
ensemencée dans le lait écrémé (0% matiere gras) au bleu de méthyléne a 0.1% et a 0.3%.
Apres une incubation a 30°C pendant 24h a 48h. La réaction positive se traduit par la
réduction de bleu de méthyléne qui vire du bleu (forme oxyd¢) vers le transparent (forme

réduite) (Maghnia, 2011).
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2.3.4. Tests biotechnologiques

2.3.4.1.Activité protéolytique

L’activité protéolytique des bactéries lactiques est recherchée, sur la gélose MRS
additionnée de lait écrémétotalement (S5ml dans 100ml gélose MRS) 5% coulé, solidifi¢e
et séchée puis ensemencéavec Sul de la culture jeune de chaque souche en touche a la
surface du milieu solide et a des distances égales les unes des autres. On laisse les
souches sécher et on incube les boites a 30°C et 37°C pendant 24h a 48h (Van Den Berg
et al., 1993).

L’effet protéolytique est traduit par D’apparition des halos clairs autour des
colonies bactériennes. Les halos les plus larges indiquent que les souches ont une activité

protéolytique plus importante.

2.3.4.2. Activitélipolytiques

L’activité lipolytique est recherchée sur milieu MRS additionné de 2% de Tween
80 (sources lipidiques artificielles) et 2% de CaCOshomogénéisé bien le flacon, coulerles
boites, les laisser solidifiée et séchée, puis ensemencées les boites par touches. Apres
incubation a 30°C et 37°Cpendant 24 a 48h, la lipolyse est révélée par une zone

d’éclaircissement entourée des souches ensemencées (Guiraud et al., 1980).

2.3.4.3.Production des Exopolysacharides

Le dextrane est un exo-polysaccharide produit par quelques especes du genre
Leuconostocainsi que d'autre genres bactériens. La production du dextrane a partir du
saccharose est mise en évidence sur milieu solide MSE (Annexe 01), (Mayeuxetal.,

1962).

Les souches productrices de dextrane sont caractérisées par la formation de
colonies bleu, larges, visqueuses, gluantes. Ce test est aussi considéré comme clé
d’identification permettant d'identifier les souches du Leuconostoc productrices et non
d’EPS. On a réalisé¢ des ensemencements sur milieu MSE par des pré-cultures de 18h et

incuber a 30°C et 37°C pendant 24h a 48h (Sanchez et al., 2005).

2.3.4.4.Production des substances aromatiques
La production des substances aromatiques est une propriété spécifique aux
bactéries lactiques chez lesquelles le lactose, le citrate, les acides aminés ou les maticres

grasses sont utilisés comme substrat. Cette capacité de produire l'arbme est tres
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importante lors de la fermentation des laits ou 1’¢laboration des fromages frais, cremes et

beurre (Dhouib, 2017).

L'étude de ce caractére a été réalisée sur gélose KMK(Annexe 01), dont la seule
source de carbone est le citrate qui va alcaliniser le milieu apres leur utilisation par les
bactéries. L’ensemencement est effectué par stries sur la surface a partir d’'un milieu

solide et incuber a 30°C et 37°C durant 24h (Guiraud, 1980).

2.3.4.5.Production des substances antimicrobiennes

2.3.4.5.1. Interaction microbienne

Dans cette partie on a réalisé des interactions entre les souches lactiques isolées du
Smen de chamelle et 04 souches pathogenes de références. Les microorganismes utilisés

dans notre étude sont mentionnés dans le (Tableau I) :

Tableau I: Souches pathogénes utilisées dans le test antimicrobien

Numéro Bactéries Gram Référence
6 Salmonella enterica Négative ATCC6017
8 Staphylococcus aureus Positive ATCC25923
10 Pseudomonas aeruginosa Négative ATCC9027
12 Escherichia coli Négative ATCC25992

v’ Préparation des précultures des bactéries pathogénes
Dans un premier temps ces bactéries sont cultivées a 37°Cx1,1ml sur 10 ml de

bouillon nutritif pendant 18 a 24h. La culture obtenue de 24h,servirait d’inoculum.

2.3.4.5.2. Methoddirect (Spot agar test)

L’activité antimicrobienne de nos souches a été évaluée sur milieu solide selon la
méthode (Fleming ez al., 1975). Le milieu MRS est ensemencé en touche par nos isolats
(souches inhibitrices). Apres 24heures d’incubation une couche du milieu Mueller-
Hinton(Annexe 05), semi solide est ensemencée par la souche indicatrice (Sa/monella
entericaStaphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli) est coulée a
la surface puis ré incubée pour 24 a 48 heures supplémentaire. Les souches présentant
une zone claire tout autour sont considérées comme productrices de substances

antimicrobiennes.
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III. Résultats et discussion

1. Pré-identification des bactéries lactiques isolé a partir du Smen camelin

1.1.Examen macroscopique et microscopique

Cette étape consiste en la description des colonies obtenues aprés I’isolement des
soucheslactiques a partir du beurre de chamelle fermenté. L’observation macroscopique
des cultures sur les géloses MRS, révele la présence des colonies arrondies, lenticulaires,

bombées, de couleur blanchatre créme a défirent taille (Photo 8, Annexe 05).

Dans le bouillon MRS, la croissance bactérienne est apparue sous forme d’un
trouble. L'observation microscopique apres la coloration de Gram a révélé que toutes les
souches Gram positif sont présumées des bactéries lactiques ; elles se présentent en forme
de batonnet disposées en chainette plus ou moins longue ou en amas ou des coques

disposées en amas, en chaines, et en paires et des bacilles disposés en chaines et en amas

(Photo 9, Annexe 05).

1.2.Test de recherche de la catalase
Toutes les souches qui ont été testées ne possedent pas l'enzyme catalase donc le
test est négatif. Toutes les souches qui ont ét¢ Gram positif et catalase négatif ont été

retenues (Photo 10, Annexe 05).

Sur 37 isolats purifiés et examinés, on a sélectionné 10 souches qui sont Gram
positive et catalase négative et présentent des caractéres biochimiques et physiologiques
différents. L’ensemble des critéres morphologiques des isolats sont présentées dans le
(Tableau II). Selon (Guiraud J.P., 2003) le caractere Gram positif et catalase négative

sont des deux caractéristiques communes des bactéries lactiques.
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Tableau II:Critéres morphologiques des bactéries lactiques isolées a partir de
Smen camelin

Souches Coloration de Gram Test de catalase Forme Regroupement
S3 + - Coques En Court chaines
Diplocoques, en
S5 + - Cocci
chainettes
S8 + - Bacille En amas
S9 + - Coques Enchaines
Batonne Isolées, en petite
S20 + -
courte amas
Diplocoques, en
M1 + - Cocci )
petite amas
En amas et en
M2 + - Coques
Courtes chaines
M5 + - Cocci En amas
) Diplocoques, en
M9 + - Coccobacille
Courtes chaines
) En amas et en
M14 + - Bacille
Courtes chaines
S. souche pousse a 30 C° M. souche pousse a 37 C°

2. Tests physiologiques
Les caractéristiques physiologiques des isolats sont présentées dans les deux

(Tableau III), (Tableau 1V) et (Tableau V).

2.1.Test de croissance a différentes températures

Les résultats sont présentés dans le (Tableau III), toutes les souches testées ont
montré la capacité de croitre a la température 15°C et 42°C. Quatre isolats (S20, M1, M2,
MS5) ont montré une capacité a croitre a 4°C et 10°C par conter deux isolats (M9, M14)

ne peuventpas croitre a ces deux températures. Selon Tailliez, (2004), la plupart des

Lactobacilles se multiplie dans une gamme de températures comprise entre 15 °C et 42
°C.

2.2.Thermorésistance
Les résultats sont présentés dans le (tableau IV), toutes les souches présentent une
capacité arésistera traitement thermique a 55°C pendant 15 minutes et 62°C pendant 30

minutes, sauf la souche S5, M9.
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Tableau II : Les résultats du test de croissance a différentes températures

Caractéres Croissance a différentes T°

Souches 4 C° 10 C° 15 Co Y
S3 + - + +
S5 - + N +
S8 - + n n
S9 - + n n
S20 + + N +
M1 + + + +
M2 + + + +
M5 + + + _
M9 - - N n
Mi14 - . n A

Tableau III : Les résultats dutest de thermorésistance

aractéres Thermorésistancea | Thermorésistance
Souches 55 C°/15 min 3 62 C°/30 min
S3 + 4+
S5 - _
S8 + 4+
S9 + 4+
S20 + +
M1 + N
M2 + 4
M5 + +
M9 - ]
M14 + N
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2.3.Test de croissance a différents pH et concentrations en NaCl

Les résultats sont présentésdans le (Tableau V), la totalit¢ de ces souches
présentent la capacité de croitre a pH 9,6 et NaCl 3%. Tandis que, les isolats (M2, M9)
résistent dans toutes les concentrations de NaCl et pH testés et ce sont les seuls isolats qui

résistenta 9,6% de NaCl.

D’apres Zadi-Karam (2006), les bactéries qui viventdans le lait camelin sont
adaptées a sa salinité et peuvent par conséquent étre exploitées dans les transformations
technologiques et dans la fermentation des produits salés tels les fromages salés, les

olives et les concombres.

Tableau I'V:Les résultats dutest de croissance a différents pH et a différentes
concentrationsen NaCl (%)

Caractéres Croissance a différentes concentrations Croissance a différents pH
de NaCl
Souches 3% 6.5% 9.6% 3.5 9.6
S3 + - - - +
S5 + - - - +
S8 + + - + +
S9 + - - - +
S20 + - - + +
M1 + + - + +
M2 + + + + +
M5 + + - + +
M9 + + + + +
M14 + - - - +
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3. Tests biochimiques

Les caractéristiques biochimiques des isolats sont présentées dans le (Tableau VI).

Tableau V:Les résultats des tests biochimiques des souches isolées

Lait de Sherman
Caractére =Y
5 5 > Q
& = <] =1 0.1% 0.3%

Souche 2 %
® R C R C
S3 Hom - - - - - -
S5 Hét - - + - - -
S8 Hom - + + + - -
S9 Hom - + - - - -
S20 Hét - + + + - -
M1 Hom + + + + + +
M2 Hom + - - - - -
M5 Hom + + + + + +
M9 Hét - + - -
M14 Hom - + - - - -

Hét :Hétérofermentaires /Hom :Homofermentaire / + : test positif/ - : test négatif
+ : Résultat intermédiaire /R : Réduction / C : Coagulation

3.1.Recherche du type fermentaire
La recherche de type fermentaire est Parmi les premicres clés d'identification
phénotypique des bactéries lactiques leur objectif est de faire différencier entre les

souches hétérofermentaires et les souches homofermentaires(Hansal, 2015).

Les résultats montrent que la production de gaz (CO;) a partir du glucose a été
observée chez les souchesS5, S20 et M9. Ces isolats sont considérés comme

hétérofermentaires.

La production de CO,a été observée au niveau de la cloche avec I’apparition
d’une trouble au fond des tubes (Photo 11, Annexe 06). Le reste des souches S3, S8, S9,

M1, M2, M5, et M14 sont considérés comme homofermentaires.

Les souches homofermentaires vont produire 90% d‘acide lactique et seulement
10% de CO,, par contre les souches hétérofermentaires vont produire 1’acide lactique et

le CO; a des proportions égales (Carr et al., 2002).
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3.2.Hydrolyse de ’arginine
L’activité de I’arginine déshydrogénase effectuée sur les 10 souches, sur milieu
M16-BCP a révélé que les souches M1, M2 et M5, sont ADH positive « couleurviolet

»(Photo 6) et le reste des souches sont ADH négatif « couleurjaune »(Photo 6).

D'aprés Khaddider al., (2006), la fermentation du lactose par les bactéries rend le
milieu acide avec une coloration jaune en présence de l'indicateur de pH (BCP). Et les
souches ont ADH positive dégrade I’arginine et produire 'ammoniac qui augmente le pH

du milieu et qui provoque le virage de couleur en violet (Thomas., 1973).

3.3.Lait de Sherman

Test lait de Sherman permet de mettre en évidence le développement des bactéries
en présence de bleu de méthyléne et de différencier entre Lactocoques et Entérocoques.
Les quatre souches S3, S9 et M2, M14) ne réduisent pas le bleu de méthyléne a 0.1% et
0.3% et reste la couleur bleue (forme oxyd¢) (Photo 1). Par contre, les souches S5, S8,
S20, M1, M5, M9 réduisent le bleu de méthyléne a deux concentration, changement de

couleur vers blanc (forme réduite) (Photo 2).

Ce test porte toujours sur le systéme respiratoire du Lactocoques, vu que ce sont
des microaérophiles, ils ne vont utiliser qu’une faible partie de ’oxygeéne présent dans le
bleu de méthylene (3%) et de ce fait la couleur du lait (bleue) ne virera que légérement
ver le blanc et ce contrairement aux Entérocoques (aérobies) qui utilisent tout 1’oxygeéne

du bleu de méthyléne (Larpentetal., 1990).

Photo 2: Résultat du test de lait Photo 1 : Résultat du test de
de Sherman (forme oxyd¢) lait de Sherman (forme réduit)
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3.4.Test de dégradation des sucres

Ce test permet de mettre en évidence la fermentation des sucres par les souches et

produit des acides se manifeste par un virage de couleur au jaune (Photo 3) (Guiraud

J.P., 2003). Les résultats du ce teste sont présentées dans le (Tableau VIII,Annexe 6).

Le profil fermentaire des sucres nous a permis de confirmer la pré-identification

de nos isolats et nous remarquons qu’il y a des variabilités concernant la fermentation des

sucres et ceci peut étre expliqué par la différence des souches.

La détermination des genres et des especes bactériennes, réside essentiellement

dans leur capacité a fermenter les sucres en acide lactique et autres acides organiques.
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Photo 3: Résultats de la fermentation des carbohydrates par les souches

bactériennes sur une plaque d’Elise

Tous les isolats sont incapables d’utiliser le xylose et I’amidon.
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D’apres les résultats de Pré-identification obtenus, et suite de la comparaison avec
la littérature (Guiraud J.P., 2003) les souches obtenues présentent la répartition suivante;

donnée par la (Figure 1).
» S8, S20, M14: Lactobacillus sp.
» S3,89: Streptococcus sp.
» S5, M9: Leuconostocsp.

» M1, M5 : Enterococcussp
» M2 : Lactococcussp

m S8, 520, M14: Lactobacillus sp. m S3, S9: Streptococcus sp. D S5, M9: Leuconostoc sp.

® M1, M5 : Enterococcus sp. ® M2 : Lactococcus sp.
Figure 1 : Répartition des especes de la collection lactique (%)

4. Tests technologiques

4.1.Pouvoir protéolytique

Dans cette étude toutes les souches ont montré une activité protéolytique positive,
et qui varie d’une souche a I’autre et qui se traduit par ’apparition d’un halo clair autour

des souches ensemencées ceci est grace a la dégradation de la casé¢ine (Hansal, 2015).

Les résultats obtenus lors de la réalisation de ce test sont résumés dans le (Tableau

IX, annexe7) et I’histogramme dans la (Figure 3, Annexe 07) et (Photo 4).

Selon Vuillemard (1986), la souche est dite protéolytique si elle présente une

zone de lyse de diamétre compris entre 5 et 15 mm Alors les souches présentent un
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activité protéolytique positive correspondent aS3, S8, S9, S20, M1, M2, M5, M14(Photo
4).

Les souches S8, S20, M14 présent une activitéprotéolytique plus importante par
rapport la souche M2 ce résultat s'accorde avec la littérature (Donkoretal., 2007 ;
Monnet etal., 2008 ;Roudjer al., 2009) on rapportésles Lactobacilles présentent

généralement une activité protéolytique plus prononcée que les Lactocoques.

Les deux isolat S5, M9 considére comme des protéolyse négative ce résultat
accorde a littératures Kanza Z, (2015) ont rapportésLeuconostoc n'ont pas un pouvoir

protéolytique ce qui empéche I'émergence d'un golt amer lors de la fermentation du lait

D’autre part Arizcunetal.,, (1997), ont montré que les niveaux de Dactivité
d’aminopeptidase et protéinase des Entérocoques est faible
ContrairementauxLactobacilles qui possede une forte activité

d’aminopeptidase(Litopoulo-Tzanetakiezal., 2011).

Certains acides aminés étant impliqués dans la production de composés

aromatiques, soit directement ou indirectement, servant de précurseurs pour les

S —

A

Photo 4: Activité protéolytique des isolats
sur milieu MRS additionné de lait écreme

aldéhydes, acides, alcools ou esters (Ayadetzal., 2001).

4.2.Pouvoir lipolytique
Le résultatdu pouvoir lipolytique montre que toutes les souches présentent une

légere activité lipolytique (faible halo clair entourant la culture bactérienne) (Photo 5).
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D'une maniére générale 1’activité lipolytique des bactéries lactiques est faible et
varie d'une espéce a l'autre. En effet, il a ét¢ démontré que les Lactobacilles et
Strptococcusthermophillus, présentent des activités lipolytiques faibles comparés

auxLactocoques qui eux sont considérés plus lipolytiques(Béalet al.,2008).

Cette faible activité lipolytique présente un avantage quant a leur utilisation en
tant que cultures starter, provoquant ainsi une dégradation limitée des composés gras du
lait, juste suffisante pour produire les produits aromatiques sans provoquer la rancidité du

produit fini (Mc sweeneyet Sousa, 2000).

D’aprésDeeth et Touch, (2000); les enzymes lipolytiques coupent les liaisons
esters des triacylglycérols, produisant des mono- et des diacylglycérols et des acides gras
libres, qui jouentun réle de précurseur important dans les réactions cataboliques, qui
produisent des composés volatils et contribuent a la flaveur des fromages (MC

Sweeneyet al., 2000).

Photo 5 : Activitélipolytique des isolats sur gélose MRS additionné au tween 80

4.3.Pouvoir aromatique

Les souches a citrate positif sont capables de fermenter le citrate permettent la
réaction entre I’ion ferrique et le potassium ferricyanure de cette fagon résulte la
formation des colonies bleues. D’autre part, les souches a citrate négatif peut étre
expliqué par la perte de plasmide codant pour le citrate perméase (Kihaler al., 1996).
Dans notre cas toutes les souches isolées sont citrate positif sauf la souche S3 qui ne

dégradent pas le citrate (Tableau VII) (Photo6).

La capacité d'utiliser le citrate par les BL est un caractére technologique important

dans le domaine industriel par leur activité aromatique. Parmi les souches possédent une
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bonne activité aromatique on citeLactococcuslactissubsp. lactis et

Leuconostocmesenteroidessubsp. Cremoris(Mannuetetal., 2000).

Par ailleurs, certaine espece du genre Pediococcus sont capables de métaboliser le
citrate et le malate en acétone et diacétyle qui enrichissent les saveurs du fromage, du

beurre et d'autres produits laitiers (Papagianni et Anastasiadou, 2009).

Hemmeet al., (2004)ont rapport¢ que le genre Leuconostoc joue des roles
importants dans la technologie des produits laitiers, en particulier par la production de

gaz et des composés aromatiques.

Il existe certaines especes de bactéries lactiques capables desynthétiser des ardmes
comme le diacétyl, acétone, 2,3-butanediol et a-acétoacétatea partir du pyruvate. Parmi
ces especeslc.lactissubsp. lactisbiovar. Diacetylactis(Raynaud et al., 2003 ; Leroy et

Devuyst., 2004) et aussi Lb. Plantarum(Montville etal.,1987).

Par contre Leuconostoc mesenteroide ssub sp. mesenteroides, Leuconostoc
mesenteroide ssub sp dextranicum ne possedent pas la capacité de produire 1’acétone

comme substance aromatique(Badiset al.,2002 ; Badiset al.,2005 et Ghazi ef al.,2009).

Photo 6: Résultats de dégradation de
citrate révele par l'apparition des colonies
de couleur bleu sur gélose KMK
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Tableau VI : Les résultats du test de la dégradation de citrate
Souche Genre Dégradation de citrate
S3 Streptococcus sp -
S5 Leuconostocsp +
S8 Lactobacillus sp +
S9 Streptococcus sp +
S20 Lactobacillus sp +
M1 Enterococcussp +
M2 Lactococcussp +
M5 Enterococcussp +
M9 Leuconostocsp +
M14 Lactobacillus sp +

4.4.Activité antibactérienne

Ce test permet de mettre en évidence ’activité antimicrobienne que possedent les
souches isolées a inhiber d'autres souches pathogenes. Cette activité se révele par

l'apparition d’une zone d'inhibition dans le milieu. Un résultat est considérépositif si le

diametre de la zone d'inhibition est supérieur a 2mm (Tabak, 2012).

Tous les isolats des bactéries lactiques sélectionnées possedent une fortecapacité
inhibitrice vis-a-vis des bactéries pathogenes testées(Figure 2) (Tableau X, Annexe 07) et

les photos suivent (photo 7) et (14, 15, 16, 17, Annexe 07).

D'apres les résultats obtenus, nos bactéries isolées sont capables de synthétiser des

substances inhibitrices ayant une activité antimicrobienne variable.
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Figure 2: L activité antimicrobienne des souches isoles vis-a-vis les bactéries pathogénes

Photo 7: Résultats de I’activité antibactérienne (méthode
directe) des souches isolées contre Salmonella enterica
ATCC6017

L'activité antibactérienne la plus importante a été détectée avec I’isolat M14 qui a
inhibé la croissance de toutes les souches pathogénes. Par contre 1’isolat S9 a montré une
faible activité antibactérienne contre la plupart des souches pathogéne par rapport aux
autres isolats. L'action inhibitrice des bactéries lactique se fait par la sécrétion des
métabolites primaires (acide lactique et acétique ...) ainsi que a la production d'autres
composés antimicrobiens, tels que I’acide formique, hydrogéne peroxyde et bactériocines

(Titieket al., 1996 ; Aslam et Qazi, 2010).
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L'accumulation des composés inhibiteurs joue un role important dans les

mécanismes de bio-conservation des aliments (Delgado ez al., 2001).

D’apres Charlier et al., (2009) ont montré que Lactococcu ssp. Et Leuconostoc
sp. Présentent une inhibition a spectre €largie vis-a-vis de Staphylococcusaureus qui est

induite par ’effet de ’acide lactique et des bactériocines.

Antonio et al,(1999) ont montré que la production d’acide lactique par les
Lactobacilles contribue, avec le maintien d’un pH acide inférieur a 4,5 a réduire
fortement les risques de certaines infections. Comme le cas d’E. coliqui est inhibée par

I’acide lactique a pH de 5,1 (Taylor,2005)

Ces acides, agissent au niveau de la membrane cytoplasmique en perturbant le
maintien du potentiel de membrane et en inhibant les systémes membranaires de transport

actif (Alakomietal., 2000).

L’activité antimicrobienne d’un acide organique dépend de sa nature (acide fort,
acide faible). Par exemple, ’acide acétique est plus inhibiteur que I’acide lactique et il

inhibe les levures et les moisissures et les bactéries (Blom et Mortvedt, 1991).

Parmi les actions inhibitricesdes bactéries lactiques,la sécrétion des bactériocines,
qui sont surtout actives sur les pathogeénes a Gram+ et agissent en formant des pores dans
la membrane cytoplasmique qui entrainent des perturbations des fonctions cellulaires

(Labiouietal., 2005).

Raccach, (1987)amontre que 1’espece Pediococcuspentosaceus joue un role
important dans la préservation des aliments par la production de pediocines actives contre
les bactéries pathogenes tel que Listeriamonocytogenes, Staphylococcusaureus,

Clostridiumperfringens et Clostridiumbotulinum.

Par ailleurs, le bactériocines nisine est ajouté fréquemment aux fromages pour
prévenir la germination des spores de Clostridium, tel que Clostridium tyrobutyricum

(Schillingeretal.,1996).
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IV.  Conclusion générale

Les bactéries lactiques sont utilisées empiriquement depuis des siécles dans la
fabrication de nombreux aliments fermentés comme les produits laitiers. Un intérét
industriel tout particulier a été porté pour ces bactéries. Elles sont utilisées aussi pour
améliorer des caracteéres organoleptiques de certaines produits (le golt, la saveur, la
texture, l'ardme...) comme le yaourt, le fromage, le pain et les produits carnée...etc.
Parmi ces produites on trouve le Smen.

Le Smen camelin est un produit laitier précieux. Il est utilis¢ comme remede chez
les populations nomade Algérienspour ses propriétés médicinales connus. A partir d’un
¢chantillon de Smen camelin des analysesmicrobiologiques et des tests biochimiques et
physiologiques sont effectués pour I’isolement et 1’identification des bactéries lactiques.
Nous avons isolé 10 souches appartenant a cinq différents genres qui sont : Lactobacillus
sp.(30%) ,Streptococcus sp. (20%) et Leuconostoc sp. (20%), Enterococcus sp. (20%)
Lactococcus sp. (10%). Les souches isolées sont des cocci, des coques, des
coccobacilleset des bacilles. La plupart sont deshomofermentaires thermorésistantes.
Toutes les souches peuvent et recultivées a 15°C, 45°C, a pH 9.6 et a 3% d’NaCl. Elles
sont dépourvues de la catalase et la plupart ne dégradent pas 1’arginine et sont capable

d’utiliser le citrate et de fermenter tous les sucres sauf xylose et amidon.

Les résultats de 1’activité protéolytique, montrent que 2 souches (Lactobacillus sp,
Lactococcus sp, S20 et M2) ont la capacité de dégrader la caséine du lait contenant dans
le milieu, ou la souche Lactobacillus sp présente la zone de la protéolyse la plus
importante avec un diameétre de 12,5 +1,5 mm dans le MRS a 1% de lait écrémé.

Les résultats de I’activité¢ lipolytique montrent que les souches isolées ont la
capacité¢ de dégrader les lipides du lait contenant dans le milieu, ou toutes les souches
présentent une faible activité lipolytique.

Les résultats de ’activité antimicrobienne, montrent que toutes les souches isolées
possedent une capacit¢ d'inhibition des souches pathogeénes testées. Les résultats
d'inhibition révelent que la souche M14 présente une forte activité antimicrobienne par

rapport aux autres souches.

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 Smen

traditionnel notamment :
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-Identification moléculaire est tres essentielle pour mieux identifier les isolats.

-Etude de la stabilit¢ des molécules dans les conditions industrielles : pH,
température...etc. Ainsi que I'optimisation du rendement de productivité des souches
sélectionnées.

-Etude de l'activité antimicrobienne de l'ensemble des bactéries sélectionnées
contre un panel plus large de microorganismes (bactéries et champignons).

-Mesure de leur résistance aux bactériophages

-Etude du comportement vis-a-vis des traitements de conservation, la congélation

et la lyophilisation.
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Annexes

Annexe 01 : Milieux de cultures
Milieux solides
e Milieu MRS (de Man Rogosa et Sharpe, 1960)

Est utilisée pour la culture et le dénombrement des Lactobacillus dans les produits
laitiers et les autres produits alimentaires ainsi que dans les produits destinés a

I’alimentation animale.

Extrait de 1levure .........oooviiiiiii Sg
Extrait de viande ...........oooiiiiiii e Sg
Peptone ..o 10g
Acétate de sOdIum ..ot S5g
Citrate de SOAIUM ..ot e 2g
GIUCOSE .t 20g
KH2POA . 2g
Mg O 0.1g
MNS O .. e 005¢g
AT e 12¢g
TWeen80 ... Iml
Eaudistillée ..o 1000ml
pH=6.5a37°C Autoclavage : 121°C pendant 20min.

e Milieu M16 BCP (Thomas et al, 1973) Pour le test de ’ADH

Extraitde levure.............cooooviiiiiiiii 2,5¢g
Extrait de viande...............cooiiiiiiiiiii i 5g
Lactose oo, 2g
Biopolytone ... S5g
Peptone papainique de soja...........ccoevviiiiiinni. S5g
Acide ascorbique. ......ccoovvvviiiiiiiiiiei e 0,5¢
Acétate de sodium.............cooiiiiiiiii, 1,8¢g
L-Arginine... .....oooovviiiiiiiiiiii e, 4g




Annexes

Pourpre de bromocrésol...............c.ooeiiiiial. 0,05
AT o 10g
Eau distillée gsp......ccoovvviiiiiiiiiee 1000ml
pH 6,5

Autoclavage 120°C /20 minute

e Milieu MSE (Mayeux, Sandine et Elliker, 1962)

557 0110 4T P 20g
GEIAtINE. ...\t 25¢g
Extrait de levure.........oooiiiiiii e S5¢g
SaACChATOSE. ..ttt e 100 g
GIUCOSE .ttt S5g
Citrate de SOAIUML ...t e lg
Azide de SOdIUM ....ovii i 0.075¢g
YN ) ¥ ) I5¢g
Eaudistillée..... ..o 1000 ml
pH 6,8 Autoclavage 120°C/ 20 minute

e Milieu KMK (Kempler et Mc Kay, 1980)

Extrait de levure ... 3g
Biopolytone ... e 2,5¢
GIUCOSE. ettt S5¢g
A AT e I5¢g
Eaudistillée ... 1000 ml
PH 6.6

Le milieu est réparti a raison de 100 ml par flacon, puis autoclavé 20 minutes a
121°C. Au moment de I’emploi on ajoute : 1 ml d’une solution aqueuse de ferricyanide
de potassium 10 % (p/v). Et 1 ml d’une solution aqueuse a 2.5 % (p/v) de citrate ferrique
et citrate de sodium (p/p) Ces solutions sont stérilisées par filtration sur filtre millipore

0.22 pum et sont conservées a I’obscurité a 4°C.
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e Milieu Mueller-Hinton (Mueller et Hinton, 1941)

Infusion de viande de boeuf ....... ... 3000 cm’
Peptone de caséine  ..........ccooiiiiiiiiiiiii e 175¢g
Amidon de maisS ... I,5¢g
AQAT-AZAT oottt e 17¢g

pH 7.4 Autoclavage 120°C/ 20 minutes

Milieux liquides
e Bouillon nutritif Pour les cultures jeunes des bactéries pathogénes

Extrait de viande............oooiiiiiiiii lg
Extrait de levure .........oooiiiiiiiii 2g
Peptone S5¢g
Chlorure de sodium ...........ccoiiiiiiiiii e S5¢g

Eau distillé g.5.p ervrieie 1000 ml
pH=7.4 Autoclavage : 120°C pendant 20 minutes.

e Milieu MRS

MRS (milieu solide) sans agar ................. 12¢g

e Milieu MRS-BCP (Kihal, 1996)

Utilisé pour I’étude du profil fermentaire, composition en g/1.

MRS (milieu liquide) moins I’extrait de viande et sans sucre .......... 1000 ml
Bromocrésol pourpre ........c.oooiiiiiiii e, 0,025 mg
pH7.0 Autoclavage 120°C/ 20 minutes

Annexe 02 : Solution, Reactifs et Tampons Phosphate

e Eau physiologie 9 /ml
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Annexe 03 :Protocole de coloration de Gram (Baldent., 1997).

1. Réaliser un frottis et fixer.
2. Plonger la lame dans le violet de gentiane (ou cristal violet) phéniqué pendant 1
minute.
laver la lame a I’eau distillée.
. plonger la lame dans une solution de lugol pendant 30 secondes.

Laver a I’eau distillée.

Rincer immédiatement a 1’eau distillée.

3

4

5

6. Décolorer 10 secondes a 1’alcool.

7

8. Plonger la lame dans la safranine (ou la fuchsine) phéniquée pendant 1 minute.
9

Laver la lame a I’eau distillée.
10. Sécher la lame en la tamponnant avec du papier Joseph.

11. Observer a I’objectif x100 a I’immersion dans 1’huile.
Annexe 04 : Matériels utilisé

- Agitateur magnétique a plaque chauffante

- Anse de platine - Etuve Four pasteur

- Autoclave - Micropipette

- Bain marie - Microplaquettes

- Barreaux magnétique - Mortier pH meétre

- Bec benzene - Pipettes pasteurs

- Balance - Réfrigérateur

- Boites de pétri - Tubes a essai

- Centrifugeuse - Tubes eppendorf

- Eprouvette - Tubes sec en plastique
- Erlenmayer - Tubes sec en verre
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Annexe 05 : Examen macroscopique et microscopique

Photo 8: Aspect macroscopique des souches lactique sur gélose MRS

Photo 9: Observations microscopiques des souches isolées apres une coloration
de Gram a grossissement (x100)

Photo 10: Résultat du test de catalase (test négatif)
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Annexe 06 : Tests physiologiques et biochimiques

rPPTTTTPRNRRNTY LIS S

Photo 13: Aspect des colonies a ADH négatif sur milieu MRS-BCP
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Tableau VII: Les résultats de fermentation des sucres par les souches isolées

Sucres
>
2| E| x| E| =| €| 7| 5| E| 2| z| E
= = = = s o G Q S, = E
2 sl 2| E| 2| & 8| 8| 2| 5| &g £
2 2| & g 8 2 2 & 2 & = 2
o [ — ¢ ) ¢
Souches
S3 + + - + + + + + + +
S5 + + - + + + + + + +
S8 + + - + + + + + + +
S9 + + - + + + + + + +
S20 + + - - + + + + + +
M1 + + - + + + + + + +
M2 + + - + + + + + + +
M5 + + - + + + + + + +
M9 + + - + + + + + + +
M14 + + - + + + + + + +
.
o~
—
wn
o))
€
I 0
v i
- (e}
-Q
| |
0 n
(=) <
| |
| |

S3 S5 S8 S20 M1 M2 M5 M9
Les souches bactériennes

Figure 3: Les diametres des zones claire d’ Activité protéolytique des
souches isolées

Annexe 07 : Tests technologique
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Tableau VIII: Les diamétre d’activité protéolytique des souches isolées

Souche Genre Diamétre de protéolyse(mm)
S3 Streptococcus sp 9,5+0,5
S5 Leuconostocsp 3,5+1
S8 Lactobacillus sp 6,5 +1
S9 Streptococcus sp 6 £0,5

S20 Lactobacillus sp 11«1
M1 Enterococcussp 50,5
M2 Lactococcussp 3+l
M5 Enterococcussp 12,5 +1
M9 Leuconostocsp 4,5+0,5
M14 Lactobacillus sp 8+1

S: souches lactique isolées a 30 M: souches lactique isolées a 37

Photo 14: Résultats d’activité antibactérienne (méthode directe) des souches isolées
contre Salmonella enterica ATCC6017
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S: souches lactique isolées a 30 M: souches lactique isolées a 37

Photo 17: Résultats de I’activité antibactérienne (méthode directe) des souches isolées
contre Pseudomonas aeruginosa ATCC9027

S: souches lactique isolées a 30

Photo 16: Résultats de I’activité antibactérienne (méthode directe) des souches isolées
contre Staphylococcus aureus ATCC25923

S: souches lactique isolées a 30 M: souches lactique isolées a 37

Photo 15: Résultats de I’activité antibactérienne (méthode directe) des souches isolées
contre Escherichia coli ATCC25992
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Tableau IX:Diamétre d’activité antibactérienne des isolats vis-a-vis des bactéries

pathogenes
S,Pathogéne Salmonella Staphylococcus Pseudomonas E, coli
S.lactique enterica aureus aeruginosa

S3 9,542 14 ,5+3,5 9.,5£1,5 10,5+0,5
S5 1342 15+1,5 13,5£2,5 10,5£1,5
S8 12+1 13,5£2,5 16,5£1,5 11,5£1,5
S9 8+1 13,5+1,5 11+1 9,5+0,5
S20 14+1 14 17 13+1
Ml 8,5+0,5 14,5+3,5 16 8+2
M2 14+1 16,5+0,5 16 12,5+0,5
M5 7,5+0,5 13,5+0,5 19 11,5+3,5
M9 1142 15,5£2,5 13 12+1
M14 14,5+1,5 16,5+0,5 17 13,5+0,5
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Résumé

Le Smen est un produit largement utilisé par les peuples nomades Algériens, pour
ses usages thérapeutiques. Le but de ce travail consiste a I’étude de certains pouvoirs

technologiques des bactéries lactiques isolées a partir du Smen camelin.

La pré-identification des souches isolées est basée sur les tests phénotypiques,
biochimiques et physiologiques. Ainsi quedes tests technologiques sont recherchées tel
que l’activité protéolytique, lipolytique et I’activité antimicrobienne. Ces tests ont permis

d’identifier 10 isolats.

Ces isolats ont été affiliés a cinq genres bactériens, qui correspondent aux
Lactobacillus sp, Leuconostoc sp, Lactococcus sp. Streptococcus sp et Enterococcus sp.
Le genre Lactobacillus sp est le plus dominant avec un pourcentage de 30% des isolats,
dont la plupart sont des homo-fermentaires, thermorésistantes et capable de se croitre a
pH 9,6. Ces souches sont capables de dégrader le citrate et possedent une faible activité
lipolytique et une forte activité protéolytique avec une activité antimicrobiennepuissante

vis-a-vis des souches pathogenes testées.
Mots clés : Smen camelin, lait, bactéries lactiques, pouvoir technologique.
Abstract

Smen is a product widely used by Algerian nomadic peoples, and has been
presented for many therapeutic purposes. The aim of this work consists in the study of

certain technological powers of the lactic acid bacteria isolated from the camel Smen.

The pre-identification of isolated strains is based on phenotypic, biochemical and
physiological tests. As well as, technological tests are sought such as proteolytic, lipolytic

activity and antimicrobial activity. These tests identified 10 isolates.

These isolates were affiliated to five bacterial genre, which correspond to
Lactobacillus sp, Leuconostocsp, Lactococcus sp. Streptococcus sp and Enterococcus sp.
The Lactobacillus sp genre is the most dominant with a percentage of 30%. Most of which
are homofermentative, heat-resistant and able to grow at pH 9.6. These strains are able to
degrade citrate and have low lipolytic activity and high proteolytic activity with powerful

antimicrobial activity against pathogenic strains.
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