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Résumé

Les bactéries lactiques, soit en tant que microflore naturelle, soit en tant que culture
ajoutée dans des conditions controlées, jouent un role important dans la transformation et la
conservation des aliments. L'objectif de nos travaux est d'isoler des bactéries lactiques a partir
de produits fermentés artisanalement et d'étudier leurs capacités biotechniques et probiotiques
pour obtenir une collection de souches probiotiques pures et de matériels de fermentation, et
par conséquence la production d‘un yaourt probiotique en utilisant les ferments lactiques les
plus pertinentes dans notre collection.

Dans cette étude, 46 souches de bactéries lactiques ont été isolées a partir de vingt-huit
¢chantillons fermentés traditionnellement de natures végétales et laitieres (Mraged, Raib et
Bouhezza) prélevés a partir de différentes régions d'Algérie (Tébessa, Souk Ahras, Oum
ElBouaghi, Jijel, el-Oued et Biskra). Leur identification est basée sur des tests d'identification
phénotypiques. Les propriétés biotechnologiques des isolats (capacités : acidifiantes,
protéolytiques, lipolytiques, texturantes et aromatisantes) et le potentiel probiotique
(résistance a l'acidité et aux sels biliaires, activité antibactérienne et antifongiques, résistance
aux antibiotiques, hydrophobicité, Auto-agrégation et la capacité hémolytiques) ont été
étudiés. Aprés avoir étudié les interactions bactériennes des ferments simples ou mixtes
(composés de deux ou trois souches) ont ét¢ utilisées dans la production de yaourt.

Des huiles essentielles extraites de la plante « Sesamum indicum », du miel et des
arOdmes fruitées ont été ajoutés apres la détermination de leur CIF avec les ferments lactiques
de préparation pour l‘aromatisation et la bio-conservation des yaourts préparés. Un contrdle
microbiologique et physico-chimique a ét¢ employé pour contrdler le dans le jour de la
préparation.

La collection de 46 bactéries lactiques isolées dans cette enquéte scientifique sur la base
des caractéristiques morphologiques et physiologiques ont ¢té¢ divisé préalablement en trois
genres : Lactobacillus/ Carnobacterium, Enterococcus et Lactococcus. Vingt-cinq isolats
d'intérét potentiel ont été sélectionnés en fonction de leur propriété biotechnologique et leur
potentiel probiotique. Ils ont été¢ retenus pour la valorisation de quinze levains dont deux
souches ont été choisies en fonction des caractéristiques technologique de fabrication du
yaourt. Selon les analyses de contrdle physico-chimiques et microbiologiques, le yaourt
produit sans ou avec arome a donner un résultat Satisfaisant avec une innocuité
microbiologique.

Une collection de souches de bactéries lactiques qui se distinguent par des capacités
biotechnologiques et probiotiques intrigantes a été établie dans notre recherche, qui peut étre
utilisée dans l'industrie alimentaire.

Mots clés : Dbactéries lactiques, végétaux artisanaux fermentes, propriété
biotechnologique, potentiel Probiotique, synergie ferments.




Abstract

Lactic acid bacteria play a significant role in the transformation and preservation of
food, whether they are present naturally as a microflora or added as a culture in controlled
environments. Our research aims to obtain a collection of pure probiotic strain and
fermentation equipment by isolating lactic acid bacteria from artisanally fermented
products and studying their biotechnological and probiotic capabilities. As a result, we
will produce a probiotic yaourt using the most appropriate lactic acid bacteria from our
collection.

In this study, 46 lactic acid bacteria isolates were made from 28 traditionally
fermented samples of plant and dairy products (Mraged, Raib, and Bouhezza) that were
collected from various regions of Algeria (Tébessa, Souk Ahras, Oum El-Bouaghi, Jijel,
el-Oued, and Biskra). Their identification is based on phenotypic identification tests. The
biotechnological characteristics of the isolates, including their capacities for acidification,
proteolysis, lipolysis, texturation, and aromatization, as well as their probiotic potential,
including their hydrophobicity, auto-aggregation, and hémolyte capacity, have been
researched. Yaourt is produced using simple or mixed ferments (composed of two or three
souches), which have been used to study bacterial interactions.

In order to flavor and preserve the prepared yogurt' biological integrity, essential oils
extracted from the plant "Sesamum indicum," molasses, and fruity aromas were added
after their CIFs were calculated with the preparation lactic ferments. On the day of
preparation, a microbiological and physical-chemical control was used to monitor the
ingredient.

On the basis of their morphological and physiological characteristics, the collection of
46 lactic bacteria isolated for this scientific study has been divided into three groups:
Lactobacillus/Carnobacterium, Enterococcus, and Lactococcus. Seventy-five potential
interest isolates have been chosen based on their biotechnological and probiotic potential.
They were chosen for the valuation of ten levains, of which two strains were picked based
on the yogurtt's technological manufacturing characteristics. According to physico-
chemical and microbiological control analyses, the yogurt produces without or with aroma
to give a satisfactory result with a microbiological innocuity.

Our research established a collection of lactic bacteria strains that can be used in industry

and stand out for their intrusive biotechnological and probiotic abilities.

Key words: lactic acid bacteria, artisanal fermented vegetables, biotechnological
property, probiotic potential, synergistic fermentation.
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[ INTRODUCTION

Le lait et les produits laitiers contiennent de nombreux nutriments importants et se
caractérisent par une microflore lactique riche et diversifiée. Les bactéries lactiques (BL) sont
les plus utilisées dans la fermentation des aliments, car elles produisent une large gamme de
produits métaboliques et participent ainsi a 1'amélioration du gofit et de la texture des aliments
fermentés (Mokoena, 2017 ; Ruiz Rodriguez et al., 2019).

En raison de leurs bienfaits pour la santé, certains BL sont largement utilisés comme
probiotiques ; tels que Lactobacillus, Bifidobacterium et Streptococcus (Amrouche, 2005).
Ceci en le statu « GRAS » et déclarait comme Probiotique. Lorsqu'elles sont administrées en
quantité suffisante, ces bactéries probiotiques vivantes améliorent la santé humaine ou
animale, ou plusieurs bienfaits pour la santé de I'hdte ont été enregistrés ; réduction de
l'intolérance au lactose, du cholestérol et de la tension artérielle, prévention du cancer du
colon, etc... Tous ces effets bénéfiques se produisent principalement par contact direct de
cellule a cellule, sécrétion de différentes molécules et/ou alimentation croisée microbienne
(Devi et al,, 2015 ; Gomez et al., 2016 ; Mokoena, 2017).

Les probiotiques sont disponibles dans les aliments fermentés, comme le yaourt, ou
sous forme de suppléments contenant des bactéries vivantes pour construire le micro biote
intestinal (Mokoena, 2017). Plusieurs tests in vitro ont été développés et appliqués pour
identifier et sélectionner des probiotiques potentiels. Premi¢rement, la souche probiotique doit
étre correctement identifiée par des méthodes phénotypiques et génotypiques. Il doit étre
capable de survivre au pH acide de I'environnement de l'estomac et de résister aux effets
nocifs des sels biliaires. De plus, il doit avoir la capacité de coloniser la paroi intestinale en
adhérant au mucus et/ou aux cellules épithéliales humaines, réduisant ainsi l'attachement et la
résistance des microorganismes pathogenes aux surfaces soit directement, soit par
l'intermédiaire des agents antibactériens qu'ils produisent (FAO/OMS, 2002 ; Shokryazdan
etal, 2014).

De plus, la souche probiotique sélectionnée doit étre siire, non pathogéne et non toxique,
et ne doit pas contenir de genes de résistance aux antibiotiques pouvant €tre transférés a
d'autres bactéries, notamment pathogenes (Diana et al., 2015).

Les produits probiotiques ont connu une croissance rapide sur le marché alimentaire
mondial en raison de la sensibilisation croissante des consommateurs a la sant¢ et de la
demande d'aliments sains (Iyer et al., 2011). Pour cela, le probiotique doit posséder des

propriétés technologiques lui permettant d'étre utilisé en production industrielle (Castex,

2009).



INTRODUCTION

Selon la littérature, un nombre considérable de BL sont isolés de différents aliments
fermentés dans différentes parties du monde et leur potentiel probiotique et leur capacité a
produire des substances importantes sur le plan industriel sont étudiés. A cet égard, les BL de

Mraged, Raib et Fromage affiné Bouhezza prélevées a partir de différentes régions de
1‘est et sud-est Algérien, sont isolées. Apres plusieurs expériences in vitro, des souches aux
propriétés probiotiques sont sélectionnées.

Dans ce cadre, ce travail est subdivisé en deux parties principales :
— Lapremiére concerne une synthése bibliographique partagée en deux sections, la
premicre illustre les BL en générale et une deuxiéme illustre les ferments lactiques.
— La deuxiéme partie de ce travail est consacrée au travail expérimental proprement dit et
comprend deux parties : matériel et méthodes puis la partie résultats et discussion est
dédiée a I'illustration et la discussion des différents résultats obtenus qui réponde a
I’objectif de travail fixées sur ;
- Isolement et identification phénotypique de bactéries lactiques a partir de produits
Algériens fermentées Artisanalement.
- Etude des propriétés technologiques des isolats lactiques et étude du potentiel
probiotique des souches et des ferments mixtes apres leur sélection.
- [Essai de fabrication d‘un yaourt probiotique et utilisation des additifs naturels pour

son aromatisation.

\9]
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1. Définition et caractéres généraux

Les bactéries lactiques (BL) sont des cellules vivantes, autonomes et procaryotes
(Doleyres,Y. 2003) ; Le groupe des BL regroupe plusieurs genres caractérisés par leur
capacité a fermenter les glucides et la production d'acide lactique. La fermentation est
considérée comme homolactique : si I'acide lactique est pratiquement le seul produit formé, ce
qui provoque une chute rapide du pH du milieu. Si d'autres composés sont également présents
: acide acétique, éthanol, CO2, seule une partie du substrat est consacrée aux autres voies de
fermentation : hétérolactique. Selon le mode de fermentation forcé ou préférentiel, on parle de
bactéries homofermentaires ou hétérofermentaires. Certaines bactéries homofermentaires sont
¢galement capables d'utilisées la fermentation hétérolactique dans des conditions de
croissance non optimales ou selon la nature des sucres utilisés. (Leveau et Bouix, 1993)
2. Caractéres généraux

Les BL sont représentées par plusieurs genres d‘importance d‘ailleurs différente. Leurs
cellules sont soit des cocci ou des bacilles (Leveau et Bouix,1993). Elles sont a Gram positif,
généralement immobiles, asporulées, catalase négatives, oxydase négatives généralement
nitrate réductase négative, ce sont des bactéries anaérobies facultatives elles sont poly
auxotrophes pour divers acides aminés et des acides gras, des bases nucléiques, des vitamines
et des peptides, des sels et des glucides (Dellaglio et al., 1994)
3. Habitat

Les BL sont ubiquistes, trés présentes dans la nature en raison de leur bonne capacité
d‘adaptation (Axelsson, 2004). Elles peuvent étre associés a leurs hodtes (Humaine et
animaux), dans un écosystéme microbien complexe, tels que la cavité buccale ou les tractus
gastro- intestinal et génital (Klein et al, 1998), ou a 1°état libre dans L‘environnement (sol,
eau, fumier, ensilage...), et sur la surface des végétaux (plantes, fruits et Iégumes...) (Konig et
Frohlich, 2009). Et méme dans des différents produits alimentaires tels que les produits
laitiers fermentés (lait fermenté, fromage...) (Holzapfel et al., 2001).
4. Classification

La classification phénotypique des bactéries lactiques est largement basée sur la
morphologie, le mode de fermentation de glucose, la croissance a différentes températures, la
capacité de croissance a de hautes concentrations de sel (6.5%, 18%), la tolérance aux pH
acides, alcalins et a 1°¢thanol, la configuration de 1'acide lactique produit a partir de glucose,
I‘hydrolyse de 1‘arginine, la formation d‘acétone, etc. Les marqueurs chimio-taxonomiques
comme la composition en acides gras et les constituants de la paroi cellulaire peuvent aussi

étre utiles dans la classification (Konig et Frohlich, 2009). L‘identification des especes de
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BL peut étre réalisée par l‘analyse de leur profil fermentaire des carbohydrates a 1‘aide du
systtme APISOCH (Curk et al, 1993). L‘analyse comparative des séquences d‘ARN
ribosomal 16S a entrainé des changements importants dans la taxonomie des bactéries
lactiques (Salminen et al, 2004). Sclon la derni¢re édition de Bergey’s manual de la
bactériologie systématique (2009), les BL sont classées dans le Phylum des Firmicutes, la

Classe des Bacilli et 1°'ordre des Lactobacilles renfermant trente-cinq genres répartis sur six
familles. Parmi ces genres, seulement douze sont utilisés dans la biotechnologie alimentaire, il
s‘agit de :

Enterococcus : ce genre comprend des cellules ovoides isolées, en paires ou en courtes

chaines, homofermentaires. Quelques especes sont mobiles par des petits flagelles et d‘autres
possédent une pseudo-catalase. Ce genre se caractérise par sa tolérance a 6.5% de NaCl, a un

pH 9.6 et un intervalle de température compris entre 10°C et 45°C avec un optimale de

croissance de 35°C 4 37°C.

Figure 01 : Observation au microscope ¢électronique Enterococcusfaecium(GX4000)
(Kokkinos et al., 1989)

Lactobacillus : les cellules de ce genre sont soit des bacilles longs parfois incurvés ou
des coccobacilles courts isolés, comme elles peuvent former des chaines. Elles sont
généralement immobiles a I‘exception de quelques especes qui possedent des flagelles
péritriches. Les souches sont acidophiles et peuvent croitre a un pH égal a 5 ou moins avec un
optimum de 5.5 a 6.2. La température optimale de croissance est de 30°C a 40°C, mais
peuvent croitre a un intervalle de température allant de 2°C a 53°C. Les thermophiles sont
incapables de se développer a moins de 15°C.

Le genre Lactobacillus peut étre divisé en trois groupes : homofermentaires stricts,

hétérofermentaires facultatifs et hétérofermentaires stricts.
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2" A

Figure 02 : Observation au microscope électronique a transmission de Lactobacillus sp.

(GX10000) (Boumediene, 2013)

Lactococcus : les cellules de ce genre sont sphériques ou ovoides isolées, en paires, ou
enchaines. De type mésophiles, leur température optimale varie de 10 a 40°C mais sont
incapables de se développer a 45°C. Celles-ci se développent généralement a 4% de NaCl et a
un pH proche de la neutralité, leur croissance s‘arrétant lorsque le pH du milieu atteint 4,5. Ce

genre est un habitant typique des plantes, des animaux et de leurs produits.

Figure 03 : Observation au microscope €lectronique a balayage de Lactococcus lactis

(GX10000) (Teuber et Geis, 1989)

Leuconostoc : ce genre comprend 10 espéces fastidieuses dans leurs exigences
nutritionnelles, les cellules sont ellipsoidales a sphériques généralement allongées qui
s‘arrangent en paires ou en chaines, non acidophiles avec un pH optimum de croissance égal a
6.5. Néanmoins, certains /euconostocs peuvent croitre méme a un pH de 4,5. La température

optimale est comprise entre 20°C et 30°C mais la croissance peut aussi avoir lieu méme a
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5°C. Les leuconostocs sont des hétérofermentaires obligatoires. Sur un milieu concentré en
saccharose, certaines souches produisent des dextrines extracellulaires.

Pediococcus : ce genre est représenté par neuf espéces ayant un métabolisme
homofermentaire. Il rassemble des cellules immobiles de forme sphérique parfois ovoides,
isolées ou en paires qui se divisent dans deux directions perpendiculaires formant ainsi les
tétrades mais jamais les chaines. Certaines espéces produisent une catalase ou une
pseudocatalase. Les cellules sont acidophiles mais non halophiles et croissent a pH : 5 mais
pas a pH : 9, la température optimale de croissance varie de 25°C a 35°C.

Streptococcus : les cellules de ce genre sont immobiles, sphériques ou ovoides qui ont
un diamétre inférieur a 2um avec une disposition en paires ou en chaines longues. La
fermentation des carbohydrates produit principalement de 1°acide lactique mais il n‘y a pas de
production de gaz. Le peptidoglycane est du groupe A et leur température optimale de
croissance est 37°C. Elles sont incapables de se développer a 15°C et a un pH 9.6. Beaucoup

d‘espéces sont commensales ou parasites de [‘homme et des animaux et certaines sont

hautement pathogenes.
Figure 04 : Observation au microscope ¢lectronique a balayage de Streptococcus
Thermophilus (GX7000) (Vendramin et al., 2017)

Vagococcus: les cellules sont ovoides isolées, en paires ou en chaines. La plupart des
especes sont mobiles par des flagelles péritriches. Elles sont capables de croitre a 10°C mais
non a 45°C sans production de gaz ni d*arginine dihydrolase (ADH).

Bifidobacterium : Les bifidobactéries sont des anaérobies mais quelques espéces
tolerent 1‘Oxygene dans la présence ou non du CO2. Ces dernieres sont dépourvues de la
catalase, le contenu en G + C est de 61% (Mattarelli et Biavati, 2014). Elles sont des
bactéries commensales de 1‘homme, elles sont retrouvées également chez les animaux

(Biavati et al., 2000). Les conditions optimales de croissance des bifidobactéries d‘origines



[ CHAPITRE 01 GENERALITE SUR LES BACTERIES ]

humaine se situent a des températures comprises entre 37°C et 41°C, et des valeurs de pH
entre 6,5 et 7 (Hadadji, 2007). A [‘heure actuelle les bifidobactéries sont les fameuses
bactéries utilisées autant que probiotiques, a travers divers produits comme par exemple : les

laits fermentés, des fromages...
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1. Activité acidifiante
L'acidification est la propriété métabolique la plus recherchée des BL utilisées dans
l'industrie alimentaire. Se manifeste par la fermentation des glucides au cours de la croissance
bactérienne pour produire de l'acide lactique (Mayria Mikinen et Bigret, 2004 ; Monnet et
al., 2008) L‘Acidification et l'action principale des bactéries agissant comme des enzymes ont
des objectifs différents :
* La coagulation du lait (en facilitant I'action de la présure).
* La synérése du caillé a augmenté. Impliqué dans les propriétés rhéologiques du produit
final.
* Inhibe la croissance des bactéries nocives (Larsen et Anon, 1989 et 1990).
2. Activité protéolytique
La croissance jusqu'a des densités cellulaires permettant aux bactéries lactiques
d'exercer des fonctions de fermentation repose sur un systeme protéolytique capable de
répondre a tous les besoins en acides aminés en hydrolysant les protéines. Les BL présentent
des potentiels divers, associés a leur équipement enzymatique, pour utilisation de fractions
azotées. Les lactobacilles présentent généralement une activité protéolytique plus prononcée
que les lactocoques (Donkor et al., 2007 ; Roudj et al., 2009).
3. Activité lipolytique
L'activité lipolytique des BL est moins importante que leur activité protéolytique. Les
voies métaboliques associées a la lipolyse générent des acides gras libres et des précurseurs de
saveur qui contribuent au profil global de saveur des aliments (Desmazeaud, 1992 ;
Casaburi et al., 2008).
4. Activité aromatisant
Les BL peuvent produire des nombreux composés aromatiques (tels que : a-
acétolactate, acétaldéhyde, diacétyle, acétoineet 2,3-butanediol, éthanol, acide acétique,
formiate, etc.) principalement a partir de lactose, de citrate, d'acides aminés et de graisses.
Cette propriété est particuliecrement importante lors de la fabrication de laits fermentés, de
fromages frais, de crémes et de beurres, car la saveur principale de ces produits est associée a
cette activité microbienne (Bourgeois et Larpent, 1996 ; Gerrit et al., 2005 ; Cholet, 2006).
5. Activité texturant
La capacité de synthese d'exopolysaccharides (EPS) des BL jouent un role important
dans la consistance et la rhéologie des produits transformés. (Welman et Maddox.,2003 ;

Ruas- Madiedo et al., 2002).
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Les LB [brueckii ssp. Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus
producteurs d'EPS sont utilisés dans la fabrication du yaourt pour améliorer la texture, éviter
la synérése et augmenter la viscosité du produit fini. L'EPS produit par la souche Lc.
Lactisssp. Cremoris est trés prometteuse pour la structure et la viscosité des produits laitiers

fermentés (Leroy et De Vuyst, 2004 ; Ho et al., 2007).
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[CHAPITRE 03 PROPRIETE PROBIOTIQUE DES BACTERIES LACTIQUES ]

1. Définition des souches probiotiques

Le concept probiotique a bénéfici¢ de plusieurs définitions qui ont évolué au fil du
temps en fonction des connaissances scientifiques et des avancées technologiques (Ait-
Belgnaoui, 2006). Le terme probiotique dérive des deux mots grecs "pros" et "bio" qui
signifie littéralement "pour la vie" contrairement au terme antibiotique signifiant "contre la
vie". Il a été introduit pour la premicre fois par (Lilly et Stillwell en 1965).

D¢apres la définition actuellement adoptée par FAO et 'OMS les probiotiques sont des
microorganismes vivants (bactéries ou levures) qui, lorsqu'ils sont consommés en quantité
adéquate, produisent un effet bénéfique pour la santé¢ de 1'hote au-dela des effets nutritionnels
traditionnels. (Laffargue, 2015).

2. Propriété et critére de sélection des souches probiotique

Les probiotiques ont des propriétés différentes selon I'espece ou la souche microbienne.
I1 est important de connaitre le genre et 1'espéce de la souche utilisée, car 1'effet probiotique
est spécifique a la souche microbienne. (Perceval, 1997).

La non-pathogénicité (nocivité) des isolats est un critére trés important, les isolats ayant
le statut GRAS (GenerallyRegarded As Safe) sont également a privilégier. Or, le critere de
viabilité ou de survie est important pour la sélection des probiotiques, qui doivent atteindre
vivants leur lieu d'action, a savoir l'intestin, et ainsi résister aux différents mécanismes de
défense de 1'hote. Les bactéries étant administrées par voie orale, elles doivent franchir les
principales barriéres du tractus gastro-intestinal : pH acide, sels biliaires, enzymes
pancréatiques, etc. (Lamoureux, 2000 ; Millette et al., 2008).

Le tableau 01 : les criteres les plus utilisés dans différents laboratoires pour le screening des
probiotiques. (Nousiainen et al., 2004).

Critere But cherché

Survie pendant le passage par l'estomac

Résistance a l'acidité gastrique ,
g q et duodénum

L. - i 1 I' i
Résistance aux sels biliires Survie pendant le passage par l'intestin

gréle
- Production d'acide (a partir de glucose et de | Production « de barriére acide » efficace
lactose) dans l'intestin
Adhésion au mucus et/ou aux cellules Colonisation efficace, réduction des sites
épithéliales humaines d'adhésion des pathogenes a la surface

Inhibition du développement des germes

Production de substances antimicrobiennes \
pathogenes

Survie pendant le processus de

Résistance a la chaleur )
transformation

La stabilité, croissance sur une large
Bonnes propriétés technologiques échelle, survie dans le produit, résistance
aux bactériophages
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2.1. La résistance a I'acidité gastrique

La survie des bactéries dans le sue gastrique dépend de leur capacité a tolérer les bas
pH. Le temps de passage peut étre d'une heure a quatre heures selon I'individu et son régime.
Par conséquent, quelques auteurs proposent que les souches probiotiques doivent résister a un
pH de 2.5 dans un milieu de culture pendant quatre heures (Ammor et Mayo, 2007).
2.2. La résistance aux sels biliaires

La bile est un autre facteur important affectant le taux de survie des micro-organismes
probiotiques. La quantité d'acides biliaires synthétisés a partir du cholestérol dans le foie est
estimée a 500-700 ml/jour. Ces acides sont sécrétés par la vésicule biliaire dans le duodénum
apres qu'une personne a mangé de la nourriture. Les hydrolases des sels d'acides biliaires

(BSHS) catalysent l'hydrolyse des sels d'acides biliaires. L'hydrolyse gallique est
méditée par divers genres de la microflore intestinale, y compris Lactobacillus (Lundeen et
Savage, 1990 ; Christiaens et al, 1992). Bifidobacterium (Grill et al, 2000a). Plusieurs
BSH ont ¢été identifiées et caractérisées a partir de bactéries probiotiques, et la capacité des
souches probiotiques a tolérer des concentrations de sels biliaires a souvent été 1'un des
critéres de sélection des souches probiotiques (Begley et al., 2006).
2.3. L'adhésion aux cellules épithéliales

La capacité d'adhésion a la muqueuse intestinale est un critére de choix recommandé
pour les probiotiques, car c'est une condition de la colonisation intestinale. L'adhésion est le
premier mécanisme de défense contre 1'invasion des bactéries pathogenes. (Resyes-Gavilan
et al, 2011) (palomares et al., 2007). De plus, les bactéries probiotiques doivent adhérer a la
muqueuse intestinale ou aux cellules épithéliales pour rester dans l'intestin. La capacité du
BAL a adhérer aux surfaces muqueuses empéche leur élimination rapide en raison de la
contraction intestinale et de l'efflux péristaltique du digestif et peut également fournir un
avantage concurrentiel. La capacit¢ des bactéries probiotiques a se fixer aux cellules
intestinales a été largement étudiée (Anderson et al., 2006).
2.4. Activité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne est I'un des critéres de sélection les plus importants pour les
probiotiques. Les bactéries lactiques synthétisent des molécules a effet bactéricide ou
bactériostatique, telles que les acides organiques, le peroxyde d'hydrogene, le dioxyde de
carbone, le diacétyle et la bactériocine. De plus, la production massive d'acide lactique et

d'acide acétique confére au BL un effet antimicrobien intéressant. (BELHAMRA, 2017).
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2.4.1. Activité antibactérienne

Plusieurs études ont montré l'effet inhibiteur des bactéries lactiques de Bactéries
pathogénes. Par la capacit¢ de la synthése des molécules a action bactéricide ou
bactériostatique comme les acides organiques, le peroxyde d'hydrogeéne, le dioxyde de
carbone, le diacétyle et les bactériocines. Ces mécanismes antimicrobiens ont été exploités
pour améliorer la préservation des aliments. (Labioui.2005).
2.4.2. Activité Antifongique

Les bactéries lactiques produisent une large gamme de composés qui peuvent agir en
synergie contre les levures et les champignons filamenteux (Magnusson et al., 2003). Cabo
et al., (2002) ont suggéré que l'activité antifongique des bactéries lactiques est due a I'effet
synergique de l'acide lactique et de l'acide acétique produits par les bactéries. De nombreuses
études ont montré que les bactéries lactiques produisent des composés antifongiques qui
différent des acides organiques, ces composés sont difficiles a isoler et a caractériser en raison
de leur faible concentration, de leur composition chimique, car ce sont des molécules actives
en synergie avec une faible activité. Pour des raisons individuelles ou pour d'autres raisons
inconnues.
2.5. Résistance aux antibiotiques

De par leur structure et leur physiologie, les bactéries lactiques sont naturellement
résistantes a de nombreux antibiotiques (ATB). Les travaux de Temmerman et al., (2003),
ont montré que 68,4 % des probiotiques isolés sont résistants a un ou plusieurs ATB. Les
souches de Lactobacillus sont résistantes a la kanamycine (81%), a la tétracycline (29,5%) et
a l'érythromycine (12%). Et chloramphénicol (8,5%), 38 isolats d'Enterococcus faeciumse
sont avérés résistants a la vancomycine. Dans la plupart des cas, la résistance n'est pas
contagieuse, mais il est possible que le plasmide codant pour la résistance aux ATB soit
transmis a d'autres especes et genres. C'est une raison importante pour sélectionner des
souches qui n'ont pas de potentiel de transfert de résistance (Hadef, 2012).
2.6. Critéres technologiques de sélection de souche probiotique

En plus de l'innocuité et des propriétés fonctionnelles, des critéres technologiques sont
également pris en considération dans la sélection des souches probiotiques, tels que :

e Viabilité et stabilité des microorganismes

Pour exercer leur effet bénéfique sur la santé, les probiotiques doivent survivre en grand
nombre au processus de production et au stockage au froid qui s'ensuit. En fait, il est
généralement admis qu'un minimum de 10' de cellules viables par gramme de produit est

nécessaire pour obtenir un effet probiotique. Cependant, il est également nécessaire d'assurer
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la stabilit¢ physique et génétique des cellules et toutes les propriétés nécessaires pour
exploiter leurs bienfaits pour la santé¢ (Izquierdo, 2009). De plus, ces isolats doivent étre
viables sans reproduction, afin qu'elles n'affectent pas le golt ou l'arome du produit ou
n'augmentent pas l'acidité¢ (Mattila-Sandholm et al., 2002).
e Propriété acidifiante

La fonction d'acidification est la fonction la plus souhaitable de bactéries lactiques pour
la production importante d'acide lactique, qui conduit a une acidification rapide et soutenue
(Alioua et al., 2018).

Les conséquences physico-chimiques et microbiologiques sont résumées d'apres (Surta
et al, 1998) : coagulation du lait, synérése du caill¢ et dissolution du calcium micellaire, il
favorise les propriétés organoleptiques des produits laitiers fermentés et empéche la

croissance de micro-organismes nuisibles.
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1. Définition

Un ferment lactique est une préparation contenant un grand nombre de micro-
organismes (une seule espeéce ou plusieurs) qui sont ajoutés au lait pour produire des aliments
fermentés comme le Yaourt ; lait fermenté et fromages en accélérant et en dirigeant leur
processus de fermentation (Yildiz, 2010 ; Leroy et De Vuyst, 2004). La production de la
fermentation lactique est basée sur la technique de "culture pure" développée a l'origine par
Robert Koch.

Les BL produites comme ferments commerciaux sont des cultures pures ou un mélange
appartenant aux genres:Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus
et Bifidobacterium(Leveau et Bouix, 1993).

2. Types de ferments lactiques selon leurs compositions et la température de croissance

Les ferments lactiques peuvent étre classés en se basant sur leur température de
croissance, leur fonction ou leur composition (Wouters et al., 2002 ; Monnet et al., 2008)

A. Selon la température de croissance

Les ferments mésophiles : Les bactéries lactiques qui composent ces ferments ont une
température optimale de croissance entre 25°C et 30°C selon les souches, atteignant une
température maximale de fermentation de 38°C a 40°C. IIs sont principalement composés des
especes acidifiantes et des espeéces aromatisants. Les ferments mésophiles sont couramment
utilisés dans la fabrication de nombreux types de fromages, notamment les fromages frais,
certains laits fermentés et le beurre (Chamba, 2008 ; Carminati et al., 2010).

Les ferments thermophiles : Leur température de croissance optimale se situe entre
40°C et 50°C. Les ferments thermophiles sont couramment utilisés pour fabriquer des yaourts,
certains laits fermentés et certains fromages affinés, comme I'Emmental et le Gruyere (ils
comprennent  Lactobacillus,  Bifidobacterium et  Streptococcus  thermophilus)
(MayraMikinen et Bigret, 2004 ; Carminati et al., 2010).

B. Selon la composition

Les ferments lactiques peuvent étre divisés en trois catégories :

Les ferments purs : constitués d'une seule souche bien caractérisée, c'est-a-dire une
culture issue en principe d'une seule cellule bactérienne.

Les ferments mixtes : Elles sont formées de mélanges de souches en nombre et
proportions indéterminés, qui appartiennent a des types lytiques différents et ont donc
généralement une bonne activité acidifiante.

Les ferments mixtes sélectionnés : contiennent plusieurs souches bien définies, d'une

ou plusieurs especes, et les rapports entre les souches sont connus et définis.
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3. Les cultures mixtes des bactéries lactiques et interactions négatives et positives

Dans la pratique industrielle, les bactéries lactiques sont souvent associées entre elles ou
avec d'autres microorganismes (bactéries lactiques, levures ou moisissures), formant des
cultures mixtes dans lesquelles différents types de réactions peuvent se produire. Toutes ces
interactions contrdlent la structure et les activités de la communauté microbienne. Ils sont
classés comme Deux catégories :

- Les interactions négatives correspondant a 1'inhibition de la croissance et de l'activité
métabolique

-~ Les interactions positives caractérisées par la stimulation d'un ou plusieurs
microorganismes (Cholet, 2006 ; Monnet et al., 2008).

Interactions positives : Lorsque l'on parle d'interactions positives, on distingue la
symbiose, dans laquelle I'un des partenaires est stimulé par la production de substrats ou la
destruction de facteurs inhibiteurs, et le mutualisme, dans laquelle l'interaction profite aux
deux partenaires (Cholet, 2006).

Interactions négatives : Les micro-organismes s'inhibent mutuellement par plusieurs
mécanismes. Si l'inhibition implique la production d'un inhibiteur, et si un seul
microorganisme est inhibé par l'autre, on peut parler d'un amensalisme. En revanche, si le
mécanisme inhibiteur est réciproque, il s‘agit d‘un phénomene de compétition. Cette
compétition peut étre en termes d'espace disponible (éviter les contacts) et/ou de disponibilité
du substrat. L'antagonisme indique un conflit entre deux groupes par la production de
molécules inhibitrices de spécificité générale (Cholet, 2006 ; Monnet et al., 2008).

4. Critéres de sélection pour la fermentation lactique

Les ferments lactiques sont sélectionnés en fonction d'un certain nombre de criteres
pour répondre aux spécifications des utilisateurs et aux restrictions des fabricants. Ces critéres
peuvent étre liés a la fonction technique, aux performances et a la sécurité de la race. Ils
varient selon le type de produit recherché, les caractéristiques des matieres premieres a
transformer et la technologie utilisée (Béal et al., 2008).

Les criteres de sécurité : Les bactéries susceptibles d'étre produites et utilisées comme
un ferment lactique ne doivent bien entendu pas étre de nature pathogeéne et ne doivent pas
constituer des substances toxiques. C'est le cas de la plupart des bactéries lactiques GRAS, a

I'exception de certains entérocoques (Ammor et al.,2006 ; Monnet et al., 2008)



N

PARTIE EXPERIMENTALE




N

MATERIEL ET METHODES




[ MATERIEL ET METHODES

I. Isolement et identification

1. Présentation d’échantillon

L'isolement des souches de BL a ¢été effectué a partir d‘une collection des produits
artisanales [(12) échantillons de Raib ; (06) échantillons de Bouhezza (le fromage affiné) ;
(10) végétaux fermentés artisanalement « Mraged »]. Provenant de différentes wilayas
d‘Algérie. Les différents échantillons ont été prélevés dans une boite stérile dans des
conditions aseptiques, et acheminé au laboratoire au froid ou il sera analysé en respectant le
temps.

Les (28) produits fermentés artisanalement et utilisés comme échantillons sont présentés
dans le Tableau 02.

Tableau 02 : Représente les produits artisanaux fermenté et utilisée comme échantillons

Echantillons | Code Nature Region
Piment El Végétaux Tébessa(chraiaa)
Olive E2 Végétaux Tébessa (ougla)
Bouhaza E3 | Fromage affiné Souk ahras
Fenouille E4 Végétaux Tébessa (Hammamet)
Bouhaza E5 | Fromage affiné Tébessa (Stahgentis)
Piment E6 Végétaux Biskra
Broccoli E7 Végétaux Tébessa (Hammamet)
Carotte ES8 Végétaux Tébessa (Hammamet)
Bouhaza E9 | Fromage affiné Oum El Bouaghi (Messkiana)
Bouhaza E10 | Fromage affiné Tébessa (Aouinette)
Bouhaza E11 | Fromage affiné Souk ahras
Piment El12 Végétaux Tébessa (El Ma Labiedh)
Piment E13 Végétaux Owedsouf
Carotte El4 Végétaux Tébessa (Hammamet)
Piment E15 Végétaux Tébessa (Birmokadem)
Bouhaza E16 | Fromage affine Tébessa (Hammamet)
Raib A Lait de vache Tébessa (Hammamet)
Raib B Lait de vache Tébessa
Raib C Lait de vache Souk Ahras(aine sanoure)
Raib D Lait de vache Tébessa kissa
Raib E Lait de vache | Laitier skanska (malbanet el baraka)
Raib F Lait de vache Blida (benimared)
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Raib G Lait de chévre Tébessa (gueriguer)
Raib H Lait de vache Tébessa (bire Mkadem)
Raib I Lait de vache Jijel (el —anser)

Raib J Lait de chevre Jijel (el-anser)

Raib K Lait de vache Blida (Beni mared)

Raib L Lait de vache Souk ahras (aine sanourtalale)

2. Isolement et Purification des souches lactiques

Pour les BL de genres différents, les étapes d'isolement et de purification étaient les
mémes, en utilisant le milieu adapté pour lactobacillus Man-Rogosa et Sharp (MRS), dans des
périodes d'incubation et des températures séparées.

Les 28 produits fermentés artisanales utilisés comme échantillons sont répertoriés dans
le tableau 02.

2.1. Isolement

Une méthode d'isolement classique a été utilisée pour obtenir des colonies de BL
convenablement isolées ; qui se réalise selon quelque étape : 1g de chaque échantillon ont été
mélangés aseptiquement dans 9 ml d‘eau physiologique. Une série de dilutions décimales de
107" 2 10 a été réalisée. Aprés un ensemencement sur le milieu MRS solide, une incubation
pendant 24h a 30°C est nécessaire.

2.2. Purification

Apres la récupération des souches blanchatres et crémeuses (BL suspectées), une série
de repiquages successifs a ¢été réalisée pour s'assurer la pureté¢ de l'isolat. Le premier
repiquage a €té réalisé en milieu d'enrichissement (MRS liquide) suivi d‘ensemencement par
stries d'épuisement en gélose MRS.

Le nombre de repiquage en série entre le milieu d'enrichissement et l'inoculation peut
étre de deux, trois ou quatre fois jusqu'a l'obtention de colonies assez pure. Apres chaque
repiquage, des examens macro et microscopie périodiques ont été effectués pour vérifier la
pureté et toujours le méme type de la colonie initiale. La série de repiquage a été réalisée
¢galement en inoculant des colonies pures a partir de lait écrémé stérilisé a 0% pour confirmer
l'acidification positive, indiquant qu'il s'agit d'un isolat lactique fort.

2.3. Identification microscopique
Les isolats colorés au Gram sont observés au microscope ; Les souches Gram positives

sont sélectionnées en marquant leur morphologie et leur regroupement.
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2.4. Test de catalase

La catalase est détectée en émulsionnant la culture bactérienne a tester dans 10 volumes
frais de solution de peroxyde d'hydrogéne (H>O»). Le dégagement gazeux important sous
forme de mousse traduit la décomposition du H>O> sous l'influence de l'enzyme a tester
(Hadef.,2012). Un test de catalase selon les procédures décrites par (Gibson et
AbdelMalek.,1945). Seuls les souches Gram positifs catalase-négatifs seront conservées et
soumises aux tests spécifiques de la recherche.

2.5. Le type de fermentation et la croissance a différent température

Par définition, 1°‘hétéro-fermentation est la capacité des bactéries lactiques a produire
des molécules différentes du lactate telles que le CO2, 1°acétate, 1°éthanol...a partir du sucre
(Bouzaid, et al .,2012). Pour distinguer les bactéries lactiques homofermentaires des bactéries
lactiques hétérofermentaires, des tests d‘hétéro-fermentation sont réalisés. Ils consistent le
repiquage d‘une colonie donnée dans un tube de 5ml de bouillon contenant au préalable une
cloche de Durham a la moyenne de 3 répétitions. Aprés ensemencement les tubes sont mis a
incuber a 10°,30° et 44C° pendant 24h.

Le résultat est lu en fonction de 1‘aspect du milieu (trouble), et du dégagement gazeux
dans la cloche : présence de gaz indique I'hétérofermentation tandis que son absence indique
I'homofermentation.

3. Conservation

Pour confirmer la viabilit¢ des bactéries sélectionnées lors des tests et avant
identification, deux méthodes de conservation ont été utilisées :

- Conservation a court terme : en double sur gélose de conservation a 4°C.

- Conservation a long terme : en double exemplaire par congélation a -20°C dans des
Eppendorf a contenant du MRS liquide inoculé avec un isolat lactique en présence de

glycérol.
I1. Activité technologique des isolats

1. Activité acidifiante

Pour déterminer l'activité acidifiante de nos isolats lactiques, on a préparé du lait écrémé
(0%) de matiere grasse (MG) dans des conditions aseptiques, et on a ensemencé 20ul de
culture jeune (BL enrichis pendant 24h a 30°C) dans 50ml de lait écrémé. Incuber a 37°C
avec des intervalles de 2h, 4h, 6h, 24h, L'activité¢ acidifiante est mesurée d'une part en

plongeant 1'électrode d'un pH-metre dans le volume de lait ensemencé et d'autre part par



[ MATERIEL ET METHODES

l'acidité titrable par la soude (NaOH) en ajoutant deux gouttes phénolphtaléine. L'acidité est
déterminée par la formule : Acidité (D°) =V (NaOH) x 10.

Figure 05 : Représente le titrage par la soude

2. Activité protéolytique

Pour déterminer l‘activité protéolytique des bactéries lactiques deux milieux sont
préparés ; gélose PCA additionnée de 2% de lait écrémé, et lait écrémé additionnée de 5%
d‘agar ; coulés et solidifiés puis ensemencé par les BL a testés ; puis incubés a 30°C pendant
48h a 96h. La protéolyse est révélée par des zones claires.

3. Activité lipolytique

La lipolyse est mise en évidence sur gélose MRS supplémentée de différents substrats
lipidiques (naturels et artificiels) a différentes concentrations

Sur gélose MRS opacifiée avec un matériau de base a 0,5 % de carbonate de calcium
(CaCo3) et source de Lipide naturel : une fois d’huile d'olive et autre de beurre ; a différentes
concentrations de 1, 3 et 5%, ensemencé par touche et incubé 48h a 30°C. Un halo clair se
forme autour des colonies indique le résultat positive de 1‘activité lipolytique.

Dans le méme concept, l'activité a également été¢ évaluée en utilisant du milieu MRS
additionné de 0,5 % de NaCl, 0,01 % de CaCl: et de substance lipidique artificielle (Tween
80) a des concentrations de 1 %, 3 % et 5 %. Aprés 72 heures d'incubation a 30°C, l'activité
lipolytique positive a été déterminée par la formation d'une zone précipitée autour de la
colonie. (Guiraud et Galzy.,1980)

4. Activité aromatisant

L‘activité aromatisant révélée par la production de diacétyle. Pour ce faire, chaque tube

contenant 5 ml du lait écrémé stérile a été ensemencé par une souche des BL sélectionnées.

Apres incubation pendant 24h 4 30°C, et coagulation du lait, les réactifs de Vogues Proskaeur
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VPI et VPII ont été ajoutés et laissés reposer 10 minutes. La production de diacétyle est
identifiée par un anneau rouge en haut du tube (Colombo et al., 2019).
5. Activité texturante

L'activité texturante a été détectée sur un milieu hypersaccharosée déja coulée et
solidifier, utilisé pour la production d'exo polysaccharide (EPS), la souche a tester a été strié
sur la surface. Les boites ont été¢ incubées a 30°C pendant 48 heures. Les isolats producteurs
d'EPS ont été¢ détectés par la formation de colonies visqueuses. Les colonies mucoides

apparaissent comme des colonies brillantes et lisses. (Abdalrahim et al.,2019).
II1. Pouvoir probiotique

1. La résistance a I’acidité et selles biliaires
1.1. La résistance a ’acidité

La résistance des BL a 1‘acidité a été testée selon le protocole utilisé par Tambekar et
Bhutada (2010), avec quelques modifications. Les bactéries ont ét¢ enrichies dans bouillon
MRS. Aprés incubation, les culots bactériens cultivés ont été recueillis aprés centrifugation a
13 000 tr/min/4 min, apres les cellules ont été inoculées dans un bouillon MRS (10 ml), est
initialement ajustées. Pour différentes valeurs de pH (2 et 2,5). Un bouillon MRS ajusté a pH
6,5 a été utilisé comme témoin. La densité optique (Do=660nm) est déterminée a temps zéro
heure et apres 2 et 3 heures d‘incubation a 37°C.
1.2. La résistance aux selles biliaires

La concentration de bile intestinale est de 0,3% (p/v) et le temps de séjour des aliments
dans l'intestin gréle est approximativement de 4 h (Prasad et al, 1998). L'expérience a été
¢tudiée selon le protocole utilis¢é par Tambekar et Bhutada (2010), avec quelque
modification. Les souches sont ensemencées dans un bouillon MRS supplémenté de 0,3% de
sels biliaires et incubées a 30°C. Au cours de l'incubation de 4h, La croissance a été vérifiée
par la mesure de la densité optique (D.O. 600nm).
2. L’activité antimicrobienne

Pour déterminer 1‘activité antibactérienne de BL, plusieurs méthodes peuvent étre
utilisées. Dans cette étude en utilisant la méthode de diffusion en puits légérement modifié
(Hechard et al.,1990). L effet inhibiteur de BL a été évalué vis-a-vis des souches indicatrices.
Il s‘agit de 31 souches (Pseudomonas fluerecens 1207, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Staphylococcus saprophytus CCM2635, Pseudomonas aeruginosaCet I, Klebsiella pneumniae
1205, Escherichia coli SS1951, Esherichia coli 1648, Klebsiella sp. E6, Pseudomonas
aeruginosa 568, FEscheria coli SS2109, Proteus vulgaris CECTI165, Staphylococcus
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aureus4266, Proteus vulgaris 489, Staphulococcus epidermidis CCM 901, Candida sp. E9,
Staphylococcus aureus E6, Listeria monocytogenes 147, Bacillus cereus PCM 482, Candida
sp. E7R2, Proteus vulgaris E14, Escherichea coli NCTC 100418, Candida sp. E10, Candida
sp. Klebsiella pneumoniae 12, Pseudomonas aeuginosa ATCC 9027, Enterobacter aerogenes
E9, Pseudomonas fluorescensLl, Proteus vulgaris 483P7, Candida sp. E6, Klebsiella
pneumoniae E11 et Staphylococcus aureus ATCC 25923).

Des cultures d'une nuit des bactéries et levures indicatrices ont ¢été préparées
préalablement sur bouillon nutritif et incubées en anaérobiose 4 37°C pendant 18 h a 24h. Les
cultures d'une nuit ont été préparées, également, sur bouillon MRS pour les bactéries
lactiques. Apres I‘intubation, les souches indicatrices ont été striées a la surface de la gélose
Mueller Hinton (MH) pour les bactéries test et le milieu Sabouraud pour les levures. Des puits
adjacents (6 mm) ont été réalisés dans de la gélose molle (0,8%), 20ul des cultures directes de
BL ont été versés dans les puits, Les zones d'inhibition ont été enregistrées suite d'une nuit
d'incubation a 37°C.

Ltactivité a été répétée par le méme protocole tout en utilisant le surnageant neutralisé
des BL sélectionnées, et les résultats ont été¢ révélés également apres la méme durée
d‘incubation.

3. Résistance aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques (ATB) de BL a été réalisée par la méthode de
l'antibiogramme illustrée par (Leroy et al.,,2006). Aprés avoir ensemencé le milieu MH a la
surface avec les cultures lactique de 0,5MacF, il est et chargée en surface avec des disques
d‘ATB contenant de 1'érythromycine (15 pg), de la tétracycline (30 pg), de la ciprofloxacine
(5 pg), de l'ampicilline (10 pg), de la gentamicine (10 pg) et de l'amoxicilline acide
clavulanique (30 pg).

Les résultats de résistance ou de sensibilité sont évalués en mesurant le diametre de la
zone d'inhibition puis comparés au seuil de sensibilité interprétatif du Clinical and
Laboratory Standards Institute (2010).

4. Hydrophobicité

L'hydrophobicité a été déterminée selon la méthode décrite par (Iyer et al, 2010) :

* Préparation de cultures lactiques de 18 h dans un bouillon MRS.

* Les culots bactériens ont été récupérés par centrifugation a froid a 12 000 tr/min/5 min
suivi de deux lavages consécutifs et remis en suspension dans 1,2 ml de tampon magnésium
urée phosphate (pH 6,5).

- Réglez la densité optique initiale de la suspension a env. 1,0 a 450 nm (DO initiale).
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~ Ensuite, 0,6 ml de xyléne a été lentement ajouté a 3 ml de la suspension bactérienne.
- Puis incubé a 37 ° C pendant 10 minutes. Le mélange a été vortexé pendant 2 minutes.
~ Aprés 15 min, récupérer la phase aqueuse avec une pipette Pasteur et mesurer la
densité optique finale ((ODale)).
La différence de densité¢ optique est une mesure de I'hydrophobicité de la surface

cellulaire (H%) calculée par I'équation suivante :

[ % Hydrophobicity = DO initial - DO final/DQO initial x100 ]

5. Auto-agrégation

Pour une analyse quantitative, I'auto-agrégation est généralement mesurée par un essai
de sédimentation ou de décantation

La souche a été mise avec une solution saline tamponnée au phosphate (PBS). La
Sédimentation des agrégats est enregistrée en mesurant la turbidité des cultures depuis le haut
des tubes a des intervalles donnés (1h, 2h et 3h). La réduction de la turbidité est ensuite tracée
en fonction du temps, soit comme valeur de la densité optique ou comme fraction de la
turbidité initiale (Del Re et al., 2000).
6. Test d’hémolyse

Le caractere hémolytique a été recherché par ensemencement en stries de la gélose au
sang (PCA+ Sang5%). Aprés incubation pendant une période de 24h a 37°C, le type
d‘hémolyse a ét¢ examiné. Il peut étre o hémolytiques (couleur verte autour des colonies) ; B
hémolytiques (éclaircissement autour des colonies) ou Y hémolytiques (le milieu n‘est pas

modifi¢). (Hadef et E1 Hadj-Khelil, 2012).

IV. Sélection des ferments mixtes

Pour la préparation de ferments lactiques mixtes, le choix de ceux qui ont un effet
antagoniste les uns sur les autres est une condition pour éviter I'inhibition de la croissance ou
de l'activité métabolique (Choisy et al., 1997).
1. Interactions positives et négatives des souches

Le choix des ferments mixtes repose sur 'é¢tude des interactions entre les bactéries
lactiques. Elles se Divises en deux catégories (Choisy et al., 1997) :

Les interactions positives : qui se caractérisent par la stimulation d‘un ou de plusieurs

micro-organismes.
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Les interactions négatives : qui correspondent a une inhibition de la croissance et de
1‘activité métabolique ; 25 souches de bactéries lactiques ont été choisies pour réaliser ce test
décrit par Fleming et al., (1975).

Les souches a tester ont ét¢ ensemencées en touche sur la gélose MRS préalablement
coulée et solidifiée. On les laisse sécher a température ambiante et, en paralléle, on inocule
7ml de la gélose MRS fondue (refroidie a 39°C) par 0.5 mL de la souche indicatrice, le
mélange est ensuite coulé a la surface de la gélose MRS ensemencée en touches.

Apres une incubation a 37°C pendant 24h ; 1‘activité positive est révélée par 1‘absence
des zones d‘inhibition (interaction négative). Les souches qui non pas un effet inhibiteur entre
eux ont ét¢ choisies pour la reconstitution de ferments Mixtes (FM).

2. Activité Biotechnologique et probiotique des Ferments Mixtes

Les FM sélectionnés ont été¢ soumis aux tests de pouvoir biotechnologique : acidité et
pH qui ont été mesurés a des intervalles de 2heures, 4heures, 6heures et 24h, activité
protéolytique, la lipolyse et I‘activité aromatique et texturent ; et aux tests de pouvoir
probiotique : la résistance a l‘acidité et selles biliaires activit¢é antimicrobienne
(antibactérienne et antifongique), résistance aux antibiotiques, hydrophobicité, autoagrégation
et I'hémolyse. Réaliser par le méme protocole des souches lactiques isolées.

3. Essai de fabrication d’un yaourt Probiotique

Des yaourts probiotiques ont été préparés selon 1'étude (Huang et al, 2020). Des
mélanges de lait entier en poudre + saccharose et eau ont été pasteurisés a 95 °C pendant 5
min, puis immédiatement refroidis a 37 °C. En particulier, nous avons ajouté les ferments
sélectionnés avec un taux d'inoculation de 5 % (v/v). Les échantillons ont ét¢ versés dans des
récipients stériles et des additifs naturels (Miel, huile de sésame et des ardmes fruités) ont été
ajoutées avec des concentrations bien déterminées (selon la concentration inhibitrice
fractionnaire « CIF ») et incubés a 37 ° C pendant 24 h. A la fin du processus de fermentation,
le pH, l'acidité titrable, le taux d‘humidité, le taux de protéine et des acides gras ont été

mesureés.
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I. Isolement et Caractérisation des BL
Un totale de 46 souches ont été isolées et purifiées a partir d‘une gamme des produits

fermentés (végétaux fermentés et produits laitiers fermentés artisanalement), sur milieu MRS
par 1‘utilisation de méthodes classiques.
Examen macro et microscopique

Les isolats sont apparus sous forme des colonies circulaires ou lenticulaire blanchatres,
de petites tailles ou de taille moyenne. Sur bouillon les souches présentent un trouble
homogene qui caractérise le groupe des BL.

L‘observation microscopique a révélé différentes formes de cellules : batonnet et Cocci,

avec un regroupement en diplo, en chainette ou isolé.

Figure 06 : Aspect microscopique des souches lactiques isolées sur milieu MRS apres
coloration de Gram.

Teste Physiologique et biochimique
Les caractéristiques physiologiques et biochimiques des isolats sont présentées dans le

tableau 03, regroupe le profil fermentaire des sucres. L'analyse de ces résultats a montré que
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tous les isolats se sont avérés a gram positif et catalase négative ce qui est caractéristique des

bactéries lactiques. Parmi la collection des 46 souches neuf isolats ont montré une capacité a

croitre a 10°C et 30°C mais pas a 45°C, et 14 souches présentent un caractere

hétérofermentaire.

Tableau 03 : présente le profil physiologique et biochimique des isolats

Crois | Crois| Crois Type
h F tal t
Souche | Gram orme 310° | 230° 3 45° fermentaire Catalase Genre suspec
} Lactobacillus
Cbas + cocobacille + / + Homo - j
Carnobacterium
) Lactobacillus
Cbs + cocobacille + + + Homo - .
Carnobacterium
: Lactobacillus
Cba3:2 + cocobacille + + - Homo - .
Carnobacterium
Ens4 + Cocci ovale + / + Homo - Enteococcus
Eni3 + Cocci ovale + + + Homo - Enteococcus
Eni4 + Cocci ovale + / - Homo - Enteococcus
Bs + Bacille + + - Homo - Lactobacillus
En2 + Cocci ovale + + - Homo/hétéro - Enteococcus
Ens + Cocci ovale + + - Homo - Enteococcus
) Lactobacillus
Cbs + cocobacille + + - Homo - .
Carnobacterium
) Lactobacillus
Cbs + cocobacille + + - Homo - i
Carnobacterium
) Lactobacillus
Chb: + cocobacille + + - Homo - .
Carnobacterium
Ens + Cocci ovale - + - Homo - Enteococcus
Eni + Cocci ovale + + - Homo - Enteococcus
) Lactobacillus
Ceci + Cocci + / + Homo - .
Carnobacterium
Enis + Cocci ovale / + / Homo - Enteococcus
Bs + Bacille - Lactobacillus
) L, Lactobacillus
Cers + Cocci + + + Homo hétéro - .
Carnobacterium
) L, Lactobacillus
Ces + Cocci + + + Homo hétéro - )
Carnobacterrium
) L, Lactobacillus
Cbis + cocobacille / + / Hétéro - }
Carnobacterium
. L, Lactobacillus
Cbis + cocobacille / + / Hétéro - .
Carnobacterium
. L, Lactobacillus
Cbis + cocobacille / + / Hétéro - .
Carnobacterium
B3 + Bacille / + / Hétéro - Lactobacillus
Enis + Cocci ovale + Homo F - Enteococcus
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) Lactobacillus
Ccao + Cocci + + Homo .
Carnobacterium
} L, Lactobacillus
Ceo2 + Coccl + + Homo hétéro .
Carnobacterium
. L, Lactobacillus
Ces + Coccl + + Homo hétéro .
Carnobacterium
Eus + Cocci ovale + + Homo Enteococcus
Bis + Bacille + + Hétéro Lactobacillus
) Lactobacillus
Cbus + cocobacille + + Homo .
Carnobacterium
Bs + Bacille + + Homo Lactobacillus
Ensi + Cocci ovale - + Homo Enteococcus
Bs + Bacille + + Homo Lactobacillus
Ens + Cocci ovale + + Homo Enteococcus
) L, Lactobacillus
Cba + Bacille ovale + + Hétéro .
Carnobacterium
En2s + Cocci ovame + / Homo Enteococcus
. Lactobacillus
Cbe:2 + cocobacille + + Homo .
Carnobacterium
Bi4 + Bacille + + Homo Lactobacillus
Ense + Cocci ovale + + Hétéro homo Enteococcus
) Lactobacillus
Cbsi + cocobacille + + Homo .
Carnobacterium
) Lactobacillus
Cby47 + cocobacille + + Homo .
Carnobacterium
En4 + Cocci ovale + + Hétéro homo Enteococcus
) Lactobacillus
Cbes1 + cocobacille + + Homo .
Carnobacterium
B24 + Bacille + + Homo Lactobacillus
) L, Lactobacillus
Cbio + cocobacille + + Hétéro homo .
Carnobacterium
Si + Cocci ronde + + Homo Lactococcus
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Figure 06 : Secteur représentative de la répartition des BL selon le type d‘échantillon

A partir de tests d‘identification phénotypique, les 46 souches lactiques appartiennent
aux Enterococcus, Lactococcus, ou aux BL bacillaire (Lactobacillus ou Carnobacterium).

(Figure 07).

48%

Figure 07 : Secteur représentative de la répartition des BL en fonction du genre

La répartition des BL varie d'un échantillon a un autre. A partir du (Figure 06), la
microflore lactique isolée était majoritairement issue du végétaux fermentés « Mraged de
piment (E6) » avec une dominance des Bacilles. La préparation traditionnelle de végétaux
fermentés —mraed" peut avoir un impact sur sa composition chimique et biologique. Du fait
qu'aucune bactérie starter n'est ajoutée a la préparation, la microflore du *“Mraged" est a
l'origine de la matiére primaire, comme c‘est le cas de BL qui sont responsables de la
fermentation des végétaux (Di Cango et al, 2013), on a utilisé¢ 21 échantillons de végétaux
fermentés pour isoler et caractériser les BL. Les Coco Bacille et Bacille étaient les plus

répandus parmi les 46 isolats Gram positif.
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La microflore des échantillons de —Raibl était caractérisée par une distribution presque
¢égale d‘Enterococcus et Lactobacillus. Ce produit laitier consomme frais, et fabriqué a partir
de lait fermenté, obtenu par l‘acidification naturelle du lait (Leksir et al,2019). La
dominance d'un type sur un autre varie selon le type de lait utilisé¢ dans la préparation, et les
conditions de fermentation (Guetouache et Guessas.,2015).

Dfapres autre étude présentée par (Boultif et al,2021), une prédominance de
lactobacillus a été observée de trois échantillons de raib, ce pendant le taux d* Enterococcus
est nul. La distribution des genres dépend de BL provenant de lait fermenté artisanalement et
dans la région dans laquelle ont produits.

Pour Bouhezza le fromage traditionnel affiné a pate molle obtenue aprés la
transformation du « Lben » a 1‘aide d‘un « skinbag » ou « Chekoua » en peau de chevre
préalablement traitée au sel et au genévrier. L'égouttage, le salage et 'affinage « Bouhaza »
sont effectués simultanément dans la « Chekoua » pendant une durée de 2 a 3 mois. (leksir et
al.,2019), diverses études ont montré la dominance des BL dans son macrobiote. Medjoudj et
al.,2020), apres avoir analysé la microflore de huit échantillons de Bouhaza produits dans les
régions de Tébessa : Stah Gentisse, Aouinette, Messkiana et Souk Ahras. En découverte une
prédominance entre les lactobacilles et Entérocoques. Dans la méme veine, la recherche de
(Demirci et al, 2021) a été révélé que les bactéries Enterococcus trouvés dans les
¢échantillons de fromage affinés traditionnel cru qui sont fabriqués dans des sacs en peau de
chevre, sont indiquées variables ou la période de maturation joue un role dans la distribution
et la disparition des BL.

II. Caractérisation biotechnologique des bactéries lactiques isolées
1. Activité acidifiante

L'activité acidifiante est l'une des principales fonctions des bactéries lactiques. Les
résultats obtenus sont présentés dans les figures 10, 11, 12, 13, 14 et 15.

Sur la base de ces résultats, toutes les bactéries lactiques identifiées ont montré une
production progressive d'acide lactique. Ceci s'accompagne d'une diminution du pH du milieu
, Les résultats de 2 heures d'incubation, indiquent que le pH variait entre 6,41 et 6,95 , tandis

que la quantité d'acide lactique produite variait entre 6,5 g et 12,9 g par litre de lait, et Apres 4
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heures d‘incubation , le PH variait entre 6,40 et 6,67 , en parall¢le le volume d‘acidité et
variait entre 0,6 et 19,1 ; encore 6 heures d‘incubation , le ph variait entre 6,24 et6, 59 , et la
quantité d‘acide lactique produite variait entre 4 et 14,8 ; Apres 24 h d'incubation, ces valeurs
de pH ont diminué et variaient entre pH 4,4let 5,73, entrainant une production d'acide

lactique dans des quantités comprises entre 3,7 g/L et 33,9 g/L.

Figure 08 : représente les mesures de pH par le ph métre

Figure 09 : Les flacons de lait avant et apres le titrage par la soude

Les genres Enterococcus, lactobacillus et streptococcus, était les plus acidifiés,
avec des taux moyens d‘acide lactique de 5,73 g/L, 4,43 g/L et 5,65 g/L et 4,70g/L
aprés 24 heures d'incubation. Produisent jusqu'a 29g/L. d'acide lactique. Les
coccobacilles apres 24 heures d'incubation. Pendant ce temps, les valeurs de pH
obtenues avec ces souches variaient de pH 5,74 a 4,41. Et le volume de soude ajouté
variait entre 33,9 g/L et 10,1g/L La souche Cbs produit en moyenne 33,9g/L d'acide
lactique. La cinétique d'acidification a montré que coccobacille. Bactérie diacétyle
lactiques, les Enterococcus et les lactobacillus crémoirs était moins acide et

produisait des quantités variables d'acide lactique.
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Figure 13 : production de 1‘acide lactique par les bacilles en fonction du temps
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Figure 14 : le pouvoir acidifiant des coccobacilles

N
(9]

mOoH

N
o

m2H

W 4H

=
o

Acidité Dornic (D°)
[uny
wu
—

m6H
m24H

o 9]
1 I

Ch23
Ch232
Ché
Ch2
ccl
Ch5
Ch3
Cc76
Ccc3
Ch15
Ch13
Chil6
Cca0
CCo2
CC5
Ch14
Ch92
Ch62
Ch51
Cha7
Chel
Ch10

Souches lactiques

Figure 15 : la production d‘acide lactique par les coccobacilles
L'évolution des changements d'acidité et de pH au cours de la croissance des souches

testées dans le lait écrémé a montré des différences entre les genres, 1'espéce et méme les
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souches d'une méme espece, un fait scientifique et logique rapporté par Luquet et Corrieu
(2005)

Nos résulta ne se concordent pas a ceux de Metrouh,R (2022) ;La production d'acide
lactique des bactéries lactiques, Enterococcus et Lactobacillus était de 2,1-5 g/L, 2-5 g/L et
3,1-4,7 g/L, respectivement apres 2 heures de détection. Apres 48 heures de test, les valeurs
de Lactobacillus, Enterococcus et Lactococcusont augmenté a 15,6 g/L, 13,5 g/L et 15,5 g/L,
respectivement.

Et Ces résultats sont supérieurs aux valeurs maximales de 8,7 g/l et 8,6 g/L obtenues
par Getouche et al.,(2015) et Ketrouci et al.,(2021) sur l'isolement de souches d'acide
lactique, respectivement, a partir de produits laitiers récoltés dans le nord-ouest de 1'Algérie.

2. Activité protéolytique

L*activité protéolytique des bactéries lactiques est essentielle pour leur croissance dans
le lait ainsi que pour le développement des propriétés organoleptiques des différents produits
laitiers (Savoy et Hébert., 2001 ; Hassaine et al.,2007).

Selon Vuillemard.,(1986), une souche est considérée comme protéolytique si elle
possede une zone de diametre 5-15 mM. Par rapport a ces données, nos souches sont
protéolytiques, le diamétre de la zone protéolytique était de 5 a 35 mM sur un milieu lait
écrémé solide et de 9 — 29 mM sur PCA +Lait écrémé aprés une incubation de 48H a 30°C.

Il apparait clairement que le genre lactobacillus est fortement protéolytique

comparativement aux autres genres selon les figures 16, 17 et 18 :
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Figure 16 : résultats de protéolyse des souches entérocoques et streptococcus

Figure 17 : résultats de protéolyse des Bacilles
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Figure 18 : le diametre de zones de protéolyse des souches coccobacilles

Ces résultats sont supérieurs aux valeurs maximales obtenues par (Hadef
Sawsen.,2012) sur l'isolement de souches d'acide lactique a partir de produits laitiers.

I1 apparait clairement que la souche Cbas est fortement protéolytique comparativement
aux autres souches avec un diamétre de 34 mm sur un milieu MRS +Lait solide ;tout en
diminuant sur le milieu PCA + Lait écrémé, suivi par la souche CB232 avec des zones
d‘hydrolyse de 33mm.CB2 , EN4 , EN2ont montré des diamétres de 30mm,25 mm et 20 mm
respectivement Répartir entre R1 et R2 .alors que la souche CB 5 est jugée la moins
protéolytique avec un diametre de 5- 8mm sur le lait écrémé solide et la souche EN14 sur le
milieu PCA + Lait solide .Devant tes résultats on peut dire que le milieu MRS + lait écrémé

solide est le plus adapté pour l'activité protéolytique des bactéries lactiques.
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Figures 19 : Photos représentatives de 1’activité protéolytique de quelques BL isolées.

Les diamétres des zones de protéolyse des souches testées sur le lait écrémé solide et
PCA + lait écrémé démontrent une différence entre les genres, et méme entre les répétions
d‘un méme genre.

3. Activité lipolytique

L'une des transformations biochimiques majeures que la BL effectue tout au long de la
fermentation est la destruction de la matiére grasse du lait par lipolyse. Cette dégradation
produit de I'alcool et des acides gras libres, qui affectent grandement la saveur du produit fini.
(Chen et al, 2017). L’activité¢ lipolytique des isolats lactiques a été déterminée dans un
milieu MRS supplémenté d’une source lipidique naturelle (huile d‘olive ou beurre) et
artificielle (tween 80), a différentes concentration (1%, 3%, 5%), la source lipidique naturelle
: Huile d’olive fournissant le niveau d'activité le plus élevé a différentes doses.

Leactivité lipolytique se manifeste par 1‘apparition d‘un halo clair autour des colonies
comme montrée dans la Figure. Le milieu MRS est opacifi¢ par 0,5% de carbonate de calcium
(CaCO03) afin de bien visualiser une éventuelle présence d‘activité, additionné de 0.01%
CaCl; et 0.5% NaCl pour la source artificielle

Selon Sharma et al, (2001), la période d'incubation pour la de détection de I'activité est
un facteur limitant, puisque la destruction, par exemple, d‘huile d'olive augmentait
considérablement Pendant la phase stationnaire. Dans le travail actuel, 2-4 jours était la
période recommandée pour l'apparition de zones claires indiquant une activité positive pour
les sources lipidiques naturelles et 7-10 jours pour la source artificielle.

Les résultats obtenus pour les souches testées varient d‘un substrat a un autre et d‘une
concentration a une autre et méme d‘un genre a un autre.

e Huile d’olive :

- Les entérocoques et les coccobacilles montrent une activité lipolytique significative en
présence de 3% d‘huile dolive par rapport aux autres concentrations respectivement 1% et
5% et aux lactobacilles comme montre les figure 19, 20 et 21.

- Les souches codées Enys, Ensg, Bs, Cboz, Cbs2, Cbsi ne présentent aucune activité lipolytique

sur [‘huile d‘olive
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Figure 19 : L activité lipolytique des entérocoques sur MRS additionné de 1% 3% et 5%
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Figure 20 : L activité lipolytique des Bacille sur MRS additionné de 1% 3% et 5% d‘huile
d‘olive
Figure 21 : L activité lipolytique des coccobacilles sur MRS additionné de 1% 3% et 5%
d‘huile d‘olive

Ces résultats concordent avec celles de Metrouh.R(2022) qui ont révélé que le
membres du genre Lactobacillus ont dégradés I'huile d'olive ajoutée au milieu MRS a un taux
plus élevé a la concentration de 3%, Ceci est similaire aux recherches de Guan et al, (2020)
qui ont révélé que l'activité lipolytique des souches "Lb. casei fl, Lb. paracasei f2 et Lb.

paracasei 3" montrait une activité lipasique claire lorsque 1'huile d'olive était utilisée comme
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substrat sans influence de la concentration.

Selon (Rahmati, 2018), seules 14 des 37 souches de Lactococcus ont montré une
activité lipasique d'intensité plus ou moins faible, ce qui contredit nos résultats, qui montrent
que la plupart des souches de Lactococcus ont une forte activité de dégradation des lipides,
notamment dans l'huile d'olive ; Cette observation peut s'expliquer par le fait que la lipase est
inductible et préfere dégrader les acides gras mono-insaturés a longue chaine comme l'acide
oléique, qui constitue 78% de l'huile d'olive (Dellali et al, 2020). Ceci est conforme aux
conclusions de (Dhaisne et al, 2013) qui a découvert que Lactococcus est un genre qui
génére des produits chimiques volatils a partir de la dégradation des matiéres grasses du lait.
Beurre :

* Les entérocoques et les coccobacilles montrent une activité lipolytique importante en
présence de 1% de beurre par rapport aux autres concentrations et aux lactobacilles comme
montre les figure 22, 23 et 24.

* Les souches Enis Eny; Enis Enze Engi parmi les entérocoques qui nont pas présentés

une activité lipolytique sur le milieu MRS + Beurre comme Les lactobacille B3 Biz
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Figure 22 : L activité lipolytique des entérocoques sur MRS additionné de 1% 3% et 5% de
Beurre
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Figure 24 : L activité lipolytique des coccobacilles sur MRS additionné de 1% 3% et 5% de
Beurre

Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus par Meyers et al., (1996). Ces auteurs
ont montré que les souches Lactococcus lactis ssp lactis C2, et 1835 et Lactococcus lactis ssp
hordniae 2181, 2182 et 2183 que chez les souches de Lactobacillus sp. LC10 et 1985 ou
Lactobacillus casei 3532.0n remarque aussi que les souches lactiques dégradent,

pratiquement de la méme maniére, les deux substrats naturels beurre et huile d‘olive avec une

préférence pour 1‘huile d olive
e Tween 80
Sur milieu MRS supplémenté de Tween 80, un halo opaque autour des colonies indique
une activité lipolytique, ce halo est dii a la précipitation des sels de calcium des acides gras
(Guiraud et Galzy, 1980).
- Par contre a la lipolyse des sources lipidiques naturelles huile d‘olive et beurre les

entérocoques ont montré une activité lipasique d'intensité¢ plus ou moins faible que

celles des coccobacilles et les bacilles
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3% de tween additionné été la concentration la plus adaptée pour les souches testées

Les souches codées Enis, Eni42, Cbig, Cbsi ne présentent aucune activité lipolytique sur
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Figure 25 : L activité lipolytique des entérocoques sur MRS additionné de 1% 3% et 5% de
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Figure 26 : L activité lipolytique des Bacilles sur MRS additionné de 1% 3% et 5% de
tweeng80
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Figure 27 : L activité lipolytique des coccobacilles sur MRS additionné de 1% 3% et
5% de tween80

Nos résultats désaccord celles de Metrouh.R(2022) et de (Dellali et al., 2020), qui ont
constaté que l'activité lipase des bactéries lactiques testées avec du tween 80 était faible a
toutes les concentrations.

Plusieurs recherches ont indiqué que les bactéries lactiques sont classées comme des
micro-organismes faiblement lipolytiques par rapport aux champignons ou Bacillus spp et
Pseudomonas pp. Les micro-organismes, qui sont les principales sources de lipase industrielle
Guan et al.,(2020). Nos isolats lactiques ont une excellente activité lipolytique en utilisant
des sources lipidiques naturelle et artificielle ce qui les qualifiées comme une source unique

de lipases.
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Figure 28 : Résultats des boites indiquent 1‘activité lipolytique positive de quelques isolats
par des zones claires

4. Activité texturante

Afin d'évaluer la capacité de production des EPS chez nos 46 souches ; leurs
croissances sur gélose hypersaccharosé a été mise en évidence, et la production des
exopolysaccharides est traduite par 1‘apparition de colonies larges et gluantes. Les résultats
sont illustrés dans le tableau suivant :

Tableau 04 : résultats de production des EPS et de diacétyle par les isolats lactiques apres

incubation 48h a 30C°
Activité texturants
. ) Activité aromatisant
Souche Croissance Colonies gluantes
Ri1 R: Ri R,

Cbzs + + + + ++
Cbs + + +/- + ++
Cb232 + + + + ++
En4 + + + + +
Enis + + + + +
Enu + + - + +
Bs + + ++ ++ ++
En: + + + + +
Ens + + - - ++
Cbs + + ++ ++ ++
Cbs + + ++ - ++
Ch: + + + + +
En; + + + + ++
Eni + + + + +
Cai + + + ++ ++
Eis + - - - T+
Bs + - - - +
Cer6 + - - - +
Ccs + - + - +

Cbis + - - - +

Cbus + - - - T+

Cbis + - - - Tt
B3 + - ++ - +
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Ei2 + - - - ++
Cec4o + - - - ++
Ceo2 + - + - +
Cecs + - - - +
Eus + - + - ++
Bi2s + - - - +
Cbus + + + ++ ++
Bs + + - ++ -
Ens: + + ++ ++ +/-
Bs + + ++ ++ -
Ena + + ++ + ++
Cbo2 - - - - -
Enz; - - - - ++
Cbeé2 - - - - ++
B4 - - - - -
Ense - - - - ++
Cbsi - - - - T+
Cb47 - - - - +
En42 - - - - ++
Cbe1 - - - - ++
B4 - - - - ++
Cbio - - - - -
S1 - - - - +
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Figure 29 : Photos représentatives de la production des Exopolysaccharides par quelques BL

La production d'EPS par les bactéries lactiques est un phénomeéne bénéfique dans de
nombreux procédés alimentaires industriels. (Walling et al.,2001) Les principaux avantages
de l'utilisation de BL productrices d'EPS dans les ferments lactiques lors de la production de
lait fermenté sont une texture améliorée et une synérese réduite. Il a été démontré que I'EPS
produit par St. Salivarius et St. Mutans est impliqué dans la colonisation bactérienne et la
formation de plaques (Cerning.,1990).

Les résultats montrent 1‘activité texturant de nos isolats lactiques, la majorité d‘entre
eux l‘ayant 73.91% de ses souches peuvent se développer dans le milieu hypersaccharosé.
Notant que le genre Enterococcus a la capacité la plus ¢élevée 26.08% des souches
productrices d‘EPS suivie des BL bacillaires d‘un pourcentage de 34.77% et les Cocci ont

13.04%. Tandis que 26.08% sont incapables de produire I°‘EPS.
Ce test a montré que toutes les souches étudiées a 1°‘exception de Streptococcus codée

S1 et bactéries lactique bacillaires codée cbey, cbsi, cbaz, cbei, cbio, Bi4 et B24 et Entérocoques
codée Enz3, Ense, Eng capables de se développer sur un milieu hypersaccharosé en formant
des colonies a aspect plus ou moins gluant témoignant une production d‘un agent épaississant,
Les résultats obtenu démontrent clairement une bonne croissance des souches sur le
milieu hypersaccharosé et forte capacité des BL et des lactocoques a produire des EPS a été
démontrée dans diverses études Ces observations rejoignent les travaux de Jeong et
al.,(2017) ; Neha et al.,(2019) et Pan et al.,(2010)
5. Activité aromatisant
La production de composés d'ardmes est une fonctionnalité technologique importante

lors de I'¢laboration des produits laitiers fermentés associée a une activit¢ microbienne.
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Diverses especes de bactéries lactiques sont capables de synthétiser divers composés,
notamment a partir de citrate, comme le diacétyle, 1'acétoine, I'acétate, principaux composants
responsables de I'arome des produits laitiers fermentés. (Hammi , 2016).

L'existence d'un anneau rouge a la surface d'une culture lactique en milieu lait écrémé in
vitro indique l'existence d'acétoine et la synthése possible de diacétyle (Figure 30), et c'est le
cas dans notre étude, ou le test VP est employé comme critére qualitatif indicateur de
production. Les BL sont capables de produire de nombreuse composées aromatique a partir de
différentes substrats (pyruvate) qui participent aux qualités organoleptiques des produits

fermentés (Raynaud et al., 2005 ; Cholet., 2006.).

111 | 1
| .-

Figure 30 : Photo représentative de la capacité aromatique de quelque BL

Parmi les 46 souches testées, 91,4% ont été classées comme productrices d‘ardmes
avec un niveau de production allant de faible moyen a intense (Tableau 04), les BL bacillaires
(47.6%), Enterococcus (35,71%), Cocci (13,95%) et streptococcus (2,32%).

Selon le tableau, les souches appartenant au genre Enferococcus se caractérisent par une
production intense. La majorité des souches isolées du végétal fermenté produisent de
diacétyle, et celles avec le niveau de production le plus élevé sont du genre Enterococcus sont
une forte influence sur les caractéristiques organoleptiques des échantillons (Albayrak et al.,
2019). De nombreuses études publiées ont également démontré la capacité de genre
Enterococcus a la production de diacétyle, dans une étude de (Metrouh 2022), cinq souches

Enterococcus peuvent produire une quantité intense du diacétyle.

I11. Pouvoir probiotique des bactéries lactiques isolées :
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1. Résistance a ’acidité

Etant donné que les bactéries probiotiques doivent traverser I'environnement stressant
de I'estomac pour atteindre l'intestin gréle, la croissance et la survie dans un environnement
acide sont des caractéristiques nécessaires pour offrir des effets thérapeutiques (Afrin et al,
2021). Une étude sur I'exposition a long terme des souches individuelles a des conditions
acides similaires a celles de I'estomac a été réalisée par incubation dans du milieu MRS a
différents pH pendant 3 h.

Les résultats obtenus illustrés par les figures 31 ,32 et 33 montrent 1‘existence d'une
viabilité continue des souches individuelles dans le milieu MRS a différents pH (pH de 6.5, de

2.5 et de 2) ; avec des taux de survie caractéristiques pour chaque isolat.
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Figure 31 : La résistance des souches lactiques individuelles aux milieux acides au pH 2.

Au pH 2 au temps 0 ; presque toutes les souches ont une résistance trés élevée supérieur

a 90% par contre au temps 2H et 3H ; les souches ont donné des différences taux de survie.
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Figure 32 : La résistance des souches lactiques individuelles aux milieux acides au pH 2.5.

Au pH 2.5 : on n‘a pas eu une réduction significative du taux de survie par rapport a pH

2 et méme entre 1‘ensemble des 25 souches.
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Figure 33 : La résistance des souches lactiques individuelles aux milieux acides au pH 6.5.

Au pH témoin 6.5 ; toutes les souches ont les mémes taux de survies sauf au temps 3H ;
les souches EN3 et CB47 a une résistance de 110 %= 0.2 % et la souche EN41 a La valeur
inferieur de résistance de 90% au temps 2H et méme au 3H .au temps 0 tous les souches ont
les mémes taux.

D*‘une maniére générale, L‘ensemble des souches ont donné une bonne résistance sur le
milieu témoin pH 6.5 et 2.5 avec un maximum de survie de 110 %= 0.2 % enregistré chez la
souche EN3, de 90% +0.8 enregistré chez les souches B14, B13, B6, EN3, CB16, CC40.

. Selon des travaux précédents, Maragkoudakis et al, (2006) ont trouvé que 29
souches de Lactobacillus isolées de produits laitiers étaient résistantes au pH acide 3, alors
que seules quelques souches étaient résistantes au pH 1. Les sept lactobacilles sélectionnés
parmi une collection de souches lactique isolées du lait maternel de femmes agées de 25 a 34
ans présentaient une résistance élevée aux pH 2 et 3, avec des taux de survie allant de 80 a
90% dans 1‘¢tude de (Rajoka et al, 2017). Il était surprenant d'apprendre que le taux de
survie de toutes les BL isolées des produits fermentés de la région d'Addis-Abeba était
supérieur a plusieurs études précédentes, avec des taux de survie globaux allant de 77 a 97 %
dans les trois valeurs de pH testées avec des périodes d'incubation de 3 et 6 heures.
Lactobacillus était le groupe le plus tolérant, avec quaire souches représentatives et un taux de
survie de 94 % a pH 3 et de 89 % a pH 2, suivi de $$77 sur 1750lats de Lactococcus désignés
K14 et S9 aux deux valeurs de pH (Akalu et al., 2017).

2. La résistance aux sels biliaires

Les sels biliaires sont 1'une des barri¢res a franchir par les bactéries probiotiques pour

gagner leur site, de ce fait la tolérance des souches individuelles a été évaluée. Les résultats de

ce test sont illustrés dans la figure 34.
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Figure 34 : la résistance aux sels biliaires par les souches lactiques isolées.
Dtapres les résultats présentés dans, il apparait que les souches lactiques ont présenté

une capacité de résistance de valeur (0,3%) de bille apres 4h d‘incubation a 30° avec des
proportions différentes. Nous avons noté une bonne résistance des Enterococcus aux sels
biliaires, les valeurs varient entre (100% a 35%). Notamment, plusieurs études se sont
penchées sur la résistance de la plupart des BL a la bile, exemple Banwo et al., (2013), trouve
que I'Enterococcus a montré un taux de survie de 79.13 a 61,67 % a des concentrations de sels
biliaires de 0,3 et 1 %, respectivement.

Les lactobacilles aussi ont présentées une capacité de résistance contre I‘activité
biliaire, avec des niveaux variés entre (98% a 21%). La souche CB16 présenté la résistance la
plus ¢élevée (89%) suivie de B6 (79%). La concentration physiologique de la bile humaine est
comprise entre 0,3% et 0,5% (Song et al, 2015). Par conséquent, la résistance aux sels
biliaire est une caractéristique importante qui permet aux lactobacilles de survivre, grandir et
rester actifs dans l'intestin gréle (Hyronimus et al., 2000). Les lactobacilles sont capables de
métaboliser leurs acides biliaires ce qui les protéges contre la bile, 1'un des mécanismes de
cette résistance ; est la dé conjugaison des acides biliaires pas les enzymes hydrolase des sels
biliaires, ce qui a pour effet de diminuer la solubilité¢ de la bile a pH bas et de réduire ses
activités détergentes (Hamon et al, 2011). Midassirou et al, (2012) ainsi que Song et al.,
(2015) ont montrés une résistance et une croissance de certaines souches de Lactobacillus
spp. Testés sur MRS additionné de 0,3 % de sels biliaires, aussi Reale et al, (2015) ont
découvert que trois isolats de Lactobacillus identifiée comme Lb. casei, Lb. paracasei et L.
rhamnosus, ont présentés une forte résistance au stress biliaire. Selon Mermouri et al.,
(2017), la plupart des lactobacilles isolés de produits artisanaux algériens ont montré une

résistance €levée apres avoir été inoculés avec de la bile bovine naturelle, mais en fonction de
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temps d'incubation, seulement trois souches codées (OV13, D006 et E522) ont toléré 0,3 % de
sels biliaires aprés 3 heures d'incubation, et leur tolérance a diminué apres 24 heures de test.
En contrepartie, Burns et al., (2008) ont montré que la plus part des souches de Lb.

delbrueckii ssp. bulgaricus et Lb. delbrueckii ssp. lactis sont sensibles aux sels biliaires.
3. Hydrophobicité

L'hydrophobicité d'une bactérie est due en grande partie a la nature des composés
présents a sa surface (Rosenberg et Doyle, 1990). Pour évaluer I'hydrophobicité des bactéries
isolées, une ¢étude de l'affinité de ces souches au solvant (xyléne) a ¢été utilisée.
L'hydrophobicité des cellules bactériennes a été mesurée a l'issue d'une phase aqueuse. Les

résultats sont présentés sur la figure 35.
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Figure35: Résultats de test d ‘hydrophobicité des souches lactiques isolées.

Les pourcentages d'hydrophobicité ont vari¢ de (100 % a 10%), respectivement (la
figure n°). En général, les quinze isolats (En3, En36, Cb3, Cbl4, cb51, B6, B3, B13, BI125
B8, En41, Cb6, Cb2, Cb14 et Cb16), ont montré une hydrophobicité plus €élevée que les autres
isolats étudiés avec des pourcentages de 54% a 100%. Selon Anwar et al, (2013), les
bactéries sont hydrophobes si le pourcentage d'affinité au xylene est élevé (A%>50) et selon
Belon-fontaine et al, (1996), une bactérie est hydrophobe si le pourcentage d'hydrophobicité
est supérieur a 50%, hydrophile quand ce dernier est inférieur a 20% et si le pourcentage est
compris entre ces deux valeurs la bactérie est moyennement hydrophobe. De ce fait, nos
souches lactiques isolées ont présenté un caractere trés hydrophobe, car leur affinité pour le
xyléne a été supérieure a 54%.

Nos souches appartenant au genre Lactobacillus possédent un caracteére hydrophobe tres

¢levés de 100% a 80%. Il a été démontré par Abdulla et al, (2014), que six souches
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appartenant au genre Lactobacillus possédaient un caractére hydrophobe et quatre souches de
Lb. casei (BL23, BL90, BL193, BL212) ont été fortement hydrophobes avec un pourcentage
d'affinité a 1' xyléne supérieur a 60%. (Makhloufi, 2011). Le méme caractere a été montré
pour les bactéries lactiques appartenant aux genres Enterococcus et Lactococcus (Pieniz et
al., 2014), ces auteurs ont rapporté que le caractére hydrophobe des bactéries lactiques est li¢
a des composants hydrophobes a leur surface et ont suggéré que l'acide lipotéichoique est
impliqué dans les interactions hydrophobes des bactéries gram-positives. Ces derniers jouent
un role important dans la fixation de ces bactéries sur le support hydrophobe. Ceci peut étre
expliqué par 1‘étude de Pelletier et al, (1997) ont rapporté que la présence de matiere
lipidique glycol) augmente I'hydrophobicité, tandis que les surfaces hydrophiles sont liées a la
présence de polysaccharides. Plusieurs auteurs ont rapporté¢ que I'hydrophobicité peut
augmenter avec le niveau de protéines membranaires a la surface bactérienne et diminuer en
présence de composés polysaccharidiques (Mozes et al. 1988).
4. Auto-agrégation :

Selon les résultats obtenus dans les figures, il apparait que toutes les souches
bactériennes testées montrent des pourcentages d‘auto-agrégation différente de (100 % -20 %)
entre le temps 1H et 3H. L'auto-agrégation est considérée comme l'une des propriétés

nécessaires a 1‘adhérence.
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Figure 36 : Pourcentages d'auto-agrégation des souches lactiques.

Parce qu'il facilite la colonisation temporaire et protege le systeme hote en formant un
biofilm sur le tissu hote (Ren et al, 2014). Au temps 1H ; La souche EN36 avait un taux
d'autoagrégation €levé de 95 %, suivie de la souche EN41 a 94 %. De plus, deux souches

CB23 et CB6 ont un taux d'auto-agrégation de 92%, par contre, la souche B125 a un faible
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taux de 23 %. Notre résultat est en accord avec Ren et al, (2014), qui ont trouvé que parmi
des 9 souches de Lactobacillus, qui sont L. salivarius ssp. Salicinius et L. plantarum
d'origines

différentes ont montré des valeurs d‘auto agrégation symétrique et une capacité
d'adhérence relativement élevées.Au temps 3H ; les souches Cbl10 et Cb2 montrent le
pourcentage le plus élevé d auto agrégation (99%) par contre les trois souches EN41 , Cb23 et
Ccl ont les valeurs inferieurs avec un pourcentage de 23% .

5. Résistance aux ATB

La résistance aux antibiotiques a été réalisée pour nos 25 souches lactiques vis-a-vis 6
antibiotiques. Ces derniers appartiennent a différentes familles "B-lactame, aminoglycoside,
tetracyclines, macrolide, quinolones et amino-pénicillines".

Chaque ATB a un site et un mode d’action. Par exemple, Les aminoglycosides, quant a
eux, sont des pseudo-polysaccharides utilisés comme ATB bactéricides. En raison de sa
nature. Ils sont fortement chargés positivement aux valeurs de pH physiologiques et ont une
affinit¢ de liaison élevée pour les acides nucléiques, en particulier les parties de 1'ARN
ribosomal (ARN) procaryote. Ainsi, un mécanisme d'action courant consiste a réduire la
synthése des protéines, en augmenter les erreurs de traduction et a éliminer le besoin de
relecture (Serio et al, 2017). Le mécanisme d'action de la tétracycline est similaire a celui
d'aminoglycoside en ce sens qu'il empéche la traduction, mais en raison de la spécificité de la
liaison a 1'ARNr 165, il empéche l'aminoacyl-ARNt de se fixer au ribosome de 'ARNm
(Chukwudi, 2016). la famille des B-lactamas agit comme substrats suicides pour les
protéines de liaison a la pénicilline qui catalysent la réticulation des chaines latérales
peptidoglycane lors de la formation de peptidoglycane mature. Apreés modification de 1'ATB
par la B-lactame, cette protéine est directement inactivée, empéchant indéfiniment la synthése
de la paroi cellulaire (Gagetti et al., 2019). Nous avons considéré que le diametre de 15mm
est la limite entre la résistance et la sensibilit¢ (Karam et Karam, 1994) donc toutes nos
souches qui ont un diametre inférieur a 15mm sont considérées comme étant des souches
résistantes et celles qui possedent un diametre supérieur a 15mm sont considéré comme

sensibles.
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Les résultats obtenus de l'antibiogramme sont regroupés dans le tableau 5 et

illustrés dans la figure 37.

Figure 35 : représentative des résultats d‘antibiogramme des quelques isolats lactiques.
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Tableau05 : Résultats de I’antibiogramme

En | En4 | Enl | En | En3 | Cb2 | Cb | Cb | Cb4 | Cb | Cc4 | Cbl | CbS | Cbl | Cc
4 1 3 3 6 3 2 5 7 3 0 5 1 0 1

AII)VI(S)SSSSSSSSSSSSSS
A)I(VISSSSSSSSSRSSRSS

CM | S S S S R S S S S S S S S S S

CIP | S S S S S S S S S R R S S R S

TE S S S S R S S S S R S S S S S

= S sensible

* R résistante

= Amp ampiciline

* Amx amoxiciline

= Te tetracycline

* E ;érérythromyce

= CIP; ciprofloxacine

D<apres les résultats de test, le profil de sensibilité et de résistance des souches lactiques
aux différents ATB utilisés, était variable entre résistant sensible, Selon le type d'ATB et
l'isolat lactique examiné. le ATB qui a ét¢ empéché le développement des 24 souches testées
¢été ampicilline, les 10 souches (CB5, CB2, CB14, CB16, CB6, BS§, B125, B14, B13, B6 )
appartient au Lactobacillus présentant une sensibilité pour toutes les ATB. Les lactobacilles
sont sensibles aux antibiotiques inhibiteurs de la synthése de la paroi bactérienne telle que les
3-lactamines comme l'ampicilline, la pénicilline et 1'oxacilline (Charteris et al, 1998b;
Ammor et al.,, 2007; Kholl et al., 2008). La souche CB3 présente la résistance la plus ¢élevée
contre 3 ATB (AMX, CIP, E). Cette résistance a ¢ét¢ démontrée dans des études publiées
(Swenson et al., 1990 Charteris et al., 1998b; Delgado et al., 2005; Florez et al., 2005) . 5
souches ont montré une résistance contre erythromycine, Erginkaya et al., (2018) et Zarour

et al.,, (2018) ont rapporté que les BL isolées de produits fermentés Turcs et Algériens sont
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reconnues comme probiotiques, respectivement étaient résistantes a l'érythromycine dans
10,8% des cas.
6. Activité hémolytique

Tous les isolats lactiques en présenté une hémolyse négative de type gamma comme

représente la figure 37.

Figure 37 : représentative d‘activité hémolytique des BL isolés

IV. Interaction entre les bactéries lactiques et reconstitutions des ferments
mixtes

Dans l'industrie de fermentation, il est assez rare l'utilisation d'une seule souche de
bactéries lactiques. En régle générale, on associe plusieurs souches, voire plusieurs especes et
genres bactériens. (Juillard et al, 1987).

Dans le but de reconstituer un ferment mixte, 1'étude des interactions entre les souches
lactiques semble étre une étape primordiale. Ce type de test va mettre en évidence les
caractéristiques que possedent certaines souches de bactéries lactiques a stimuler ou inhiber
d'autres souches de méme espeéce ou d'espéce différente, une fois mise en contact. Les

résultats obtenus sont présentés dans (tableau n° 06).
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Tableau 06 : interaction entre les bactéries lactiques sélectionnées.

En analysant ces résultats, nous pouvons constater que 22 souches de BL parmi les 46

sélectionnées ont une bonne capacité technologiques et probiotiques et qui n'ont pas

d'interaction négative entre eux a produire des fermentes, et parce qu'une quantité adéquate et

équilibrée de BL doit étre choisie pour produire ferment selon Rakhmanova et al., (2018), 15

ferment ont été créés apres une combinaison aléatoire (IV/IV) de BL choisies (tableau n°07)
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Tableau07 : composition en souches des fermentes mixtes.

Ferment Souches
1. Cb23 x cb2
2. Cb5 xEn3
3. Cb5 x b8
4. En4l x cb15+ cc40
5. B125 x ¢b23+ En3
6. En4 xEn3
7. B13 x B14
8. B6 x cb6 +B19
9. Ccl x B8
10. En36 x B6
11. Enl3 xEn36 + En3
12. Cb47xcbl4
13. Cb3 x En3
14. Cbl16 xB8§
15. Enl3 x B13 + En3

Les BL formant le ferment doivent avoir une interaction positive qui affecte la qualité
technologique des produits. Selon Bintsis (2018), ces interactions portent sur la capacité des
BL a effectuer trois principaux processus de dégradation : la glycolyse, la lipolyse et la
protéolyse.

V. Aptitude technologique des ferments mixtes reconstitués
1. Activité acidifiante

La composante BL de FM doit avoir une interaction positive qui affecte la qualité
technique du produit. Selon Bintsis (2018), ces interactions portent sur la capacité de BL a
effectuer trois principaux processus de dégradation : la glycolyse, la lipolyse et la protéolyse.

L'interaction technique entre 15 FM formés a été étudiée et les résultats ont été

présentés dans les figures 34 et 35.
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Figure 38 : Le pouvoir acidifiant de 15 ferments mixtes, (La production de 1’acide lactique
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Figure 39 : Le pouvoir acidifiant de 15 ferments mixtes, (L’évolution de pH de milieu sous
15 ferments mixtes en fonction de temps (H))

De nombreuses études, dont la notre, ont démontré que les résultats des activités des
ferments sont divers. Initialement, comme le montre la figure 34, tous les FM ont présenté

une capacité de production d'acide lactique et ont progressivement diminué le pH avec des
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valeurs allant d‘un ferment a l‘autre pendant les heures de test. Aprés une expérience de 24
heures, la production d'acide lactique de FM1, FM4, FM6 et FM7 a atteint 18 g/L, 23 g/L,
15,5 g/l et 15,5 g/L, respectivement ; Il y avait un collégue avec un pH de

« 5.14 - 4.55 », par contre ; FM2, FM3 et FM4 a une valeur de pH supérieur a « 5,5.47-
5,195,14 » pendant 24 heures d'incubation dans du lait écrémé a 0%, indiquant que FM9, F10,
FM13, FM14 ont montré une faible acidité, ces résultats ont montré que la production d'acide

lactique des isolats était supérieure a celle des ferments.

Nos résultats concordent avec ceux de Matrouh, R. (2022), qui ont révélé des niveaux
intéressants de production d'acide lactique de 15 g/L, 13 g/L et 12 g/L aprés une expérience de
36 heures. Outre 1'observation de certains ferments avec un pH inférieur a 5' « 4,37 » pendant
16 heures d'incubation dans du lait écrémé a 10 %, la baisse de pH associée peut également
étre attribuée au test de 36 heures.

2. Activité protéolytiques des ferments

La protéolyse est 1'un des processus biochimiques les plus importants impliqués dans la
production de beaucoup de produits fermentés. Le systéme protéolytique des bactéries
lactiques décompose les protéines et modifie donc texture, golt et ardmes des produits
fermentés (El-Ghaish et al., 2011)

Sur le milieu PCA + lait écrémé, tous les ferments presque montré le méme pouvoir
protéolytique comparativement aux sur le milieu MRS + lait écrémé solide, Les diamétres des
zones d‘hydrolyse étaient de 1‘ordre de 8 a 30mm pour les ferments sur le milieu MRS + Lait
écréme solide et de 7 a 20 mm sur le milieu PCA + Lait écrémé entre les répétions aprés une
incubation de 48h a 30C°, apres incubation 96h a 30C° ; les diametres des zones augmentent

sur le milieu PCA + Lait écrémé.

Figures 40 : Photo représentative de 1_activité protéolytique de quelques ferments sur un

milieu MRS + Lait écrémé solide.
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Figure 41 : les diameétres de zones de protéolyse des ferments.

Tous les 15 ferments ont montré une activité protéolytique raisonnablement forte, avec
des moyennes de lyse allant de 20 mm a 12 mm sur lait écrémé et de 7 a 18 mm sur PCA +
Lait.

Sur ces résultats, les ferments ont montré un bon pouvoir protéolytique
comparativement aux souches individuelles qui les composent.
3. Activité lipolytique des ferments

Les caractéristiques lipolytiques des quinze ferments mixtes :
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Figure 42 : représentative de 1‘activité lipolytique des ferments mixtes en utilisant ‘huile
d‘olive

Les résultats montrent une activité¢ faible des ferments en utilisant des différentes
concentrations 1% ; 3% et 5% d‘huile d‘olive par rapport aux celles des isolats (voir figure0) ;
avec une Absence totale de lipolyse lors de 1‘utilisation de différentes concentrations 1% ; 3%

et 5% d‘huile d‘olive chez les ferments FM1 ; FM2 ; FMS5 ; FM7 ; FMS8 ; FM9 ; FM12.
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e Sur beurre :

Figure 43 : représentative de 1‘activité lipolytique des ferments mixtes en utilisant le Beurre

Absence totale d‘activité lipolytique lors du 1‘utilisation de 1% de beurre pour les 15
ferments ; par contre ils ont montré une activité significative en présence de 3% et 5% dont
l‘intervalle des zones varie entre [8 a 25mm)].

e Sur tween 80 :
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Figure 44 : représentative de 1‘activité lipolytique des ferments mixtes en utilisant le
Tween80

[ 66 L




[ RESULTATS ET DISCUSSION

Les ferments ont montré une lipolyse importante a la présence de différentes
concentrations (1% ,3%,5%) de la source artificielle Tween 80 dont 1‘intervalle des zones
varie entre [6.5 2 25mm]

On documente que FM12 ne présente aucune activité lipolytique a la présence de
différente source lipolytique naturelle et artificielle.

Lors de l'utilisation de la source artificielle tween 80 avec des concentrations variables
(1% ,3%,5%) et de la source naturelle : Beurre a 3%et 5%, la lipolyse a été documentée avec
des zones de lyse améliorée par rapport a l'utilisation de la source naturelle : huile d‘olive ;
cela s'opposer a les résultats de (Metrouh.R, 2022) qui d‘documente que la lipolyse de ces
ferments mixtes a été¢ avec des zones de lyse améliorée a l'utilisation d‘huile d‘olive par
rapport a l'utilisation de Tween 80 avec des concentrations variables.

Sur la base de ces résultats, nous constatons que le potentiel technologique de souches

isolées est plus important que des ferments mixtes.

Figure 45 : lipolyse des ferments mixtes utilisant de source lipolytique naturelle et artificielle
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4, Activité texturante

Tableau 08 : Lecture apres incubation 48h a 30C°

Croissance Colonies gluantes
Souche

Ri R2 Ri R2
F1 - - - -
F2 + - - -
F3 + + + +
F4 + + +/- -
Fs + - + -
Fe - - - -
F7 + + ++ ++
Fs + + ++ ++
Fo + - - -
F1o - - - -
Fu - - - -
F12 - - - -
F13 + + ++ ++
F14 - + - +
Fis - + - +

(-) : négatifs

(+) : faibles

(+1+) : Moyens

(+/-) : plus au moins

D*apres le tableau et parmi les 46 souches testées, on a réalisé¢ 15 ferments 33.33% ont
été classées comme productrices d°EPS, la majorité 66.66% de ses ferments ne peuvent pas se
développer dans le milieu hypersaccharosé..

Ce test a montré que les ferments étudiés a 1‘exception de F1. F2. F5. F6. F9. F10. F11.
F12. F14. F15 en formant des colonies a aspect plus ou moins gluant témoignant une
production d‘un agent épaississant, les ferments F7 F8 F13 ont la capacité la plus élevé de

produire 1°'EPS
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D’aprés Sanalibaba et Cakmak, (2016) Streptococcus thermophilus et Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus, deux starters producteurs d'EPS dans le yaourt ont un effet significatif sur
la texture et la conservation de la synérese. La fermentation lactique pour produire des EPS
produit des hydrocolloides, un ingrédient essentiel dans le processus de fabrication du
fromage.

5. Activité aromatisant des ferments

L‘une des -caractéristiques technologiques importantes lors de la fabrication est
¢laboration des produits laitiers fermentées est la production d‘aréme. D apres la figure 46, il
apparait que les ferments mixtes ont un pouvoir aromatique car ils présentent un anneau rouge

autour du tube aprés l'ajout de 2 réactifs (VP1, VP2).

Figure 46 : présente la production des ardmes par les ferments mixtes.
Les résultats obtenus apres la réalisation de ce test regroupé dans le tableau 09.

Tableau 09 : Résultat de [°activité aromatisant des ferments mixtes

Ferment | Fi F2 Fs | Fa Fs Fe | Fs | Fo | Fio | Fu | Fi2 | F13 | Fua | Fis

Résultat | ++ | +++ | - | - | +++ |+ |+ |+ |+ | - |+ |+ |+ | -

* (-) : négatifs
e (+): faibles
* (++): moyens

* (+++): fortes

D'apres le tableau, on peut voir que les cinq ferments mixtes (F2 / F5 / F6 / F7 / F15)
ont le meilleur niveau de production d'aréme (acétone), elles ont donc un pouvoir aromatique

important qui contribue aux propriétés organoleptiques des produits fermentés. Le rendement
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aromatique des ferments (F1/F8/F9) est moyen, tandis que la production d'acétone des
ferments (F11/F12/F13) est faible. D'autre part, les ferments (F3/F4) /F10F14) ont été
documentés pour ne montrer aucune activité aromatique. Sur la base de ces résultats, nous
observons que le niveau de production d'acétone des ferments mixtes est plus important que
celui des souches isolées.
IV. Activité probiotique des ferments
1. Résistance a ’acidité

Les résultats décrits ci-dessous montrent la viabilité continue des ferments mixtes dans
le milieu MRS a différents pH (pH de 6,5, de 2,5 et de 2). Nous avons pu détecter des

différences significatives dans la survie de chaque ferment.

160%
140%
120%
100%
80% m OH
60% —— m2H
40% - 3H
20% - 3

0%

Taux de survie (%)

< <

SIFIIIFISL @\Q@‘\\\@&@\\\% é\\b‘@&

Le ferment F3 au temps 0 a montré une meilleure résistance au pH 2 (140 % +0.6%),
suivi par le ferment F10 avec un taux de survie de 90%= 0.8% et le ferment F15 avec un taux
de survie de 80% =+ 0.4%.

Au temps 2H ; le ferment F15 montré une résistance la plus élevée par rapport aux
autres ferments (80%), suivi par F2 avec un taux de survie de 70%=x 0.5% et par F4 avec un

taux de 60% + 0.7%.

Au temps 3H ; les ferments F2, F1, F9 a des taux de survies successive de (90%+0.8%),
(80%) et (50% =+ 0.6%).
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Figure 48: La résistance des ferments mixtes aux milieux acides au pH de 2.5.

Le ferment F1 au temps 0 a montré une meilleure résistance au pH 2.5 (90 % +0.8%),
suivi par le ferment F10 avec un taux de survie de 90%= 0.5% et le ferment F11 avec un taux
de survie de 70% = 0.2%.

Au temps 2H ; le ferment F2 montré une résistance la plus élevée par rapport aux autres
ferments (70% %0.7%), suivi par F1 avec un taux de survie de 40%=+ 0.5% et par F15avec un
taux de 40% = 0.1%.

Au temps 3H ; les ferments F2, F1, F4 a des taux de survies successive de (80%=+0.8%),

(50%) et (30% + 0.8%) ; le ferment F10 enregistré la valeur la plus faible de survie inférieur
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Figure 49 : La résistance des ferments mixtes aux milieux acides au pH 6.5.
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L‘ensemble des ferments mixtes ont donné une bonne croissance sur le milieu témoin
pH 6.5 ; presque tous les ferments ont les mémes taux de survies au temps OH, 2H et 3H ; le
ferment F1 au temps 0 a montré une meilleure résistance de 99%, au temps 2H ; les deux
ferments F10 et F1 ont des taux de 95% et 93 % +0.3% et au temps 3H sauf le ferment F1 a
Une résistance élevée de 96% de taux de survie.

2. La résistance aux sels biliaires

La résistance des ferments mixtes (F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8 F9, F10, F11, F12

F13, F14, F15) en présence de bile a ét¢ également testée. Ces ferments ont été exposés a

0,3% de bile pendant 4h. Les résultats sont illustres par la figure 50 :
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Ferment lactique

Figure 50 : la résistance des ferments mixtes aux sels biliaires

I apparait que les ferments mixtes ont présenté une résistance vis-a-vis des sels biliaires
plus importants que les souches pures, la valeur variante entre (85% a 30%). Nous avons noté
que le ferment F1 présente la valeur le plus élevé de (85%) par contre F4 enregistré le taux de
survie le plus faible de (30%).

Par rapport a nos résultats les résultats de (Hadef, 2012), ont montré que les ferments
mixtes présentant une sensibilité vis-a-vis aux sels biliaires. Et noter que l'association des
souches n'a pas d'effet significatif sur 1'augmentation de la chance de survie des bactéries
lactiques testées dans des milieux acides et en présence de sels biliaires, mais la résistance
reste importante (supérieur a 70%), ce qui rend possible le passage vivant de ces ferments
dans le tractus digestif.

3. Hydrophobicité
Ce test permet d'évaluer 1'hydrophobicité des ferments mixtes vis-a-vis du xyléne qui

peut refléter le potentiel de colonisation des ferments aux mucus intestinaux.
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La répartition des cellules entre la phase aqueuse et le xyléne résulte de l'interaction

hydrophobe entre les microorganismes et les hydrocarbures. Les pourcentages obtenus de

100,00% ==
90,00% + — — — — — -
80,00% + — — — —— —
70,00 +— — — — — — — —1 —_— =
60,00% + — — — — — — — — — — -
5000 + — — — — — — — _— — -
40,00% + — — — — — — — —— e T - — -
3000 +H—H—————F————— = = & & =
2000% +H——8—F—F———F—F
10,00% + —  — — — — — — 0 — —— &
0,00% — e ‘

P FPLPLE «“9@\9&0@\‘0 w\&@\\\’b&é’o
Ferments lactiques

hydrophobicité (%)

I'adhérence des ferments mixtes au xyléne indiquent I'hydrophobicité de leur surface. Les
résultats de ce test sont illustrés par la figure 51.
Figure 51 : Résultats de test d‘hydrophobicité des ferments lactique.

Ces résultats montrent que les ferments mixtes testés présentent une bonne
hydrophobicité, cela témoigne une bonne sélectivité des surfaces membranaires. La valeur la
plus élevée (99.98%) est enregistrée avec le ferment (FM 4) et la plus faible et la plus faible
du FMS8 (40%). Ces résultats montrent que le pourcentage d‘hydrophobicité des ferments
mixtes est plus €élevé que celui des souches lactiques pures. Nos résultats sont en accord avec
ceux de Ly-Chatain et al, (2010) qui ont trouvé une hydrophobicit¢ de 40% pour des
souches lactiques.

L'hydrophobicité de la paroi cellulaire est une propriété physico-chimique qui facilite le
premier contact entre les microorganismes et les cellules hotes. Ainsi, elle semble étre un
facteur aidant a l'adhérence, mais elle ne contribue pas a une bonne adhésion (Roos et
Jonsson, 2002; Guglielmotti et al., 2007).

4. Auto-agrégation

L‘auto-agrégation est 1'un des facteurs clés qui détermine la capacité d‘adhésion des
souches probiotiques au TGI, a le coloniser et a moduler le systéme immunitaire (Ouwehand
et Vesterlund, 2004 ; Abdulla et al, 2014).

Selon les résultats obtenus dans la figure 52 :
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Figure 52 : Pourcentages d'auto-agrégation des ferments lactiques.

Presque tous les ferments présents une auto agrégation élevée ; le ferment F1 montre
une auto agrégation la plus élevée avec un pourcentage de 120% les ferments F1, F3
enregistrées la valeur la plus faible d‘auto agrégation de -10% apres 3H du temps
respectivement.

5. Hémolyse :

L'étude de 1'activité hémolytique a été étudiée sur gélose au sang a base de milieu PCA.

Ce milieu est utilisé pour la détection et la détermination des caractéristiques hémolytiques

des ferments mixtes, les résultats présentés dans la figure 53 :

Figure 53 : présenté activité hémolytique des ferments.

Les 15 ferments ne présentaient aucune activité hémolytique, aucune zone d'hémolyse
de type alpha ou béta n'a été observée autour des colonies donc le type d‘hémolyse pour tous
les souches et les ferments est gamma. (Boulahrouf et al., 2017), ont montré que les souches

lactiques isolées ne présentant aucune activité hémolytique.
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6. Résistance aux antibiotiques
Les résultats de la résistance et la sensibilité des ferments mixtes aux antibiotiques sont
groupés dans le tableau 10

Tableau 10 : résultat d‘antibiogarme des ferments mixtes aux ATB

Résistance des
ferments aux | F1| F2| F3| F4| F5| F¢| F7| Fs| Fo, Fio| Fu| F1z| Fi3| Fu4| Fis
Antibiotiques
AMP S| S| S S| S| S, /| /]S / / / / / /
AMX S| s/ s S| S| S S| S/ S R| S| S| R R| S
CM S| S| S S| S| S, /| /] /T / / / / / /
CIP S| s/ s S| s/ S S| s/ S S| S| S| S, R| S
E R SR R| S| S S| S S/ S| S| S| S| R| S
TE S| s/ s S| s/ s S/ s/ s s s, S| S, S| S

(/) : sans antibiogramme

Les résultats obtenus montrent que les 3 ferments (F2, F5, F6), sont sensibles a toutes
les ATB. Par contre la ferment -F14 présenté la résistance la plus élevée vis-a-vis 3 ATB (CIP,
CM, AMX).

Les souches qui ont une résistance a un seul ATB sont F1. F3. F4. F13. F10 avec une

inhibition totale avec CIP.TE. Donc les souches lactiques isolées présentent une activité

inhibitrice plus importante que les ferments mixtes.
Figure 54 : Résultat d*antibiogramme des ferments mixtes.
Plusieurs études ont montré la résistance naturelle d'une gamme importante de bactéries
lactiques aux antibiotiques (Botes et al,2008). Il est nécessaire avant de lancer une culture

probiotique de vérifier que les souches bactériennes impliquées ne contiennent pas des genes

75



[ RESULTATS ET DISCUSSION

de résistance aux antibiotiques (Ammor et Mayo, 2007). Selon Donohue (2004), le criblage
de telles souches pour la reconstitution de ferments lactiques n'est pas encore entrepris
actuellement, a cause de la difficulté de 1'évaluation in vitro du potentiel de transfert de geénes
de résistance.

La résistance des probiotiques aux antibiotiques peut poser un probléme si elle peut étre
transmise a des pathogénes chez lesquels la résistance thérapeutique pourrait avoir des
conséquences néfastes. L'utilisation de différentes souches lactiques en tant que probiotiques
doit faire 1'objet de travaux extrémement attentifs (Marteau et al., 2004). De méme l'autorité
Européenne de Sécurité Alimentaire, suggere que les probiotiques ne doivent pas avoir une

résistance acquise aux antibiotiques (Zago et al., 2011).

VII. Activité antimicrobienne de cultures directes
1. Activité antibactérienne

La capacité de compétition des bactéries lactiques résulte de leur activité
fermentaire associée a la production des divers composés antimicrobiens dans le but
d'inhiber la prolifération des microorganismes. Des nombreuses substances a
activité antagoniste produites par les bactéries lactiques ont réguliérement été mises

en évidence (Rodrigues et al., 2002).

Afin d'évaluer leur potentiel antimicrobienne, le spectre d'activité des 25
souches lactiques isolées a partir des produits artisanal a été €largi a une gamme des
souches indicatrices pathogenes (31) d'origine clinique et alimentaire a Gram positif
et & Gram negatif. La méthode des diffusions des puits sur gélose a été choisie pour
cet objectif car c'est une méthode simple qui permet de tester l'effet de plusieurs
bactéries lactiques a la fois vis-a-vis d'une souche indicatrice (Polak Berecka et al.,
2009) Cette activité inhibitrice se traduit par I'apparition d'un halo clair d'inhibition

autour des puits ensemencés.
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1648 E coli

Figure 55 : représentante quelque exemple des zones d‘inhibitions des souches

pathogenes par les bactéries lactiques.

Les résultats des tests d'interactions des souches lactiques isolées et les souches indicatrices

pathogenes sont présentés dans le Tableau 11.

~ Les résultats sont exprimés en mm, par mesure de la distance entre la limité de
la colonie bactérienne et le début de la zone de non inhibition de la souche
indicatrice.

~ Les souches présentant une zone claire d'extension latérale supérieure a 2 mm
sont considérées comme productrices de substances antibactériennes (Fleming

et al, 1975).

IR —




Tableau 11 : Résultats des interactions entre les souches de bactéries lactiques et les souches pathogenes, En mesurant le diametre de la zone
d'inhibition en mm.

EN3| EN13| EN4| EN41| EN36| Cb23| Cb6| Cb2| ccl| Cb5| Cb3| Cb15| Cb13| Cb16| CC40| Cbl4| Cb51| Cb47| Cbl0| B6| B3| BI13 | BI125 BS | Bl4
P se”d"’”"fz"(f{’"e’“"’”s o 0o 0o o | o o 13215113 0 0 0o 0o o 0o 0o 0ol 0o 0 150 o 0 18 | 17
Klebsiella pneumoniae
O 13883 0 0 [ 10| 0 o 0 o 0 /0 o0 0| o0/ o o |12 1750 0 00 1 0 0 0
Staphylococcus saprophytus || o | ¢ | 0 12 |14 110|140 0 | 0 | 0 0 0 | 0o | 0 | o | 140] o 10 0 20
CCM2635
Pseudomonas
aeruginosaCet 0 0 | 0| 0 0 0o |0 o 12/ 014 00 | 0| 0] o0 | 0o 0 0 0 o0 13 0 0 0
I
K"’bs’e”l"zg’s“’”’”"’“e 0 0 | 0| 0 0 9 |10 110|000 | 11115 0 0 0 0o | 0 | 0o lolo]| o 17 0 0
Escherichiacoli$$1951 | 0 | 17 |14 | 13 | 0o | 0o o | o o0 |0 0 o o |17 0 | 0 | 0| o0 | o 22 19 25 0 0 26
Esherichia coli
1516 0 | 11| 0 | 9 2|0 /10 13, 0 00| 9 11, 0|0/ 0 | 0| 140 24| 18 0 17
1648
Klebsiella sp.
. 0 0 13| 14 |17 0 (0 0 o0 |13/0/ 0 |0 | 0| 0] o0 |0 13 0 2020 0 0 12 0
6
P se”""’”"”s‘gss"””g’”"s“ 4] 0 | 9 0 9 |18 |16 |16 |15 14/ 0 0 | 0 | 0 0 0 0 o0 0 | 130 0 0 0 14
Escheria coli 0 |20 0| 0 0 | 0 |13 10 0|14/ 0| 0| 0 | 0| 0| 13|18 19 0 o0 0 o 0 0 0
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SS2109

Proteus
vulgaris
CECT165

17

18

16

19

13

16

17

12

Staphylococcus
aureus4266

18

19

14

15,7

19

15

17

13

17

Proteus
vulgaris 489

13

15

17

17

14

13,7

13

17

Staphulococcus
epidermidis

CCM 901

10

12

15

15

13

14

Candida sp.Eo

12

17

18

19

17,5

19

22

27

26

16

45

62

17

19

17

Staphylococcus
aureus E¢

11

15

1

17

15

18

13

11,1

14

Listeria
monocytogenes

147

13

12

17

13

18

Bacillus cereus

PCM 482

14

12

13,7

14

17

13

12

17,1

14,5

Candida sp.
E7R2

17

14

14

17,1

28

17

17

14

14

16

11

15

16

17

17

18

19

22

16

17

18
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Proteus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 12 0 13 0 0 0 15 0 0 0 0 0
vulgaris Ei4
Escherichea 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13 0 0 0 11,7 | 18 | 0 0 0 0
coli NCTC
100418
Candida sp.Ewo| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0- 13 18 0 0 17 0 0 0 13 0
Candida sp. K 0 18 17 13 14 15 14 14 15 16 17 1 9 12 18 17 14 1 0 0 0 0 0 16 | 21
Klebsiella 0 0 0 0 0 143 | 0 0 13 0 0 13 11 0 0 16 18 0 0 0 18 | 12 | 153 | 0 0
pneumoniae 12
Pseudomonas 0 0 0 0 0 0 |147 | 18 0 (12,7 0 16 0 0 15 0 0 0 0 13 | 11 |14,7| O 0 1
aeuginosa
ATCC 9027
Enterobacter 0 0 13 1 0 0 0 14 12 0 0 0 0 0 1 13 17 0 0 147 0 11 0 0 0
aerogenes Eo
Pseudomonas | 13 1 0 0 0 128 | 0 0 16 0 0 0 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
fluorescensLi
Proteus 13 0 0 0 0 0 0 (13,7 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 12 0 0 15 0 0
vulgaris 483P7
Candida sp. E¢ | 17 17 16 14 16 17 16,7 | 0 15 14 14 1 15 0 0 0 0 0 15 |[141| 12 | 13 0 0 1
Klebsiella 0 0 0 13 0 0 |175| 0 0 13 0 0 0 11 0 0 0 0 13 0 0 |12,7] 0 0 11
pneumoniae
Eu
Staphylococcus| 0 17 17 19,5 | 11,1 0 0 0 0 0 0 0 0 9 0 0 9 0 11 0 0 0 0 0 14
aureus ATCC
25923
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Les résultats présentés dans le tableau montrent que l'activité antimicrobien des BL ont
fluctue entre la petite activité (zone d'inhibition de 9mm) a l'activité la plus élevée (zone
d'inhibition 62mm). 17 souches de Bl testées ont présenté une action significative par
l'inhibition de 12 a 16 souches indicatrices parmi les 31 souches. On note que les deux isolats
B6 et B14 ont une forte activité antimicrobienne contre 16 agents pathogenes. Les résultats
pourraient impliquer que les BL sont capables de produire des biomolécules actives
antibactériennes. De plus, les isolats de BL se sont avérés avoir une activité antibactérienne a
large spectre contre les bactéries d'altération et pathogenes Gram positives et négatives.

Les Enterococcus démontrent une activité antimicrobien contre les Gram positive et
négative, notamment la souch En41 présenté l'activité la plus élevée vis-a-vis Staphylococcus
aureus 4266 (de diametre de 19 mm) et Enl3 par une activité inhibitrice contre E.coli SS 2109
(de 20m). Les BL se sont révélées actives contre les bactéries Gram + et Gram- dans diverses
études. Le test de diffusion de puits a été utilisé par Zuo et al, (2014) pour évaluer le
potentiel antibactérien d'une collection de BL. Les auteurs ont découvert que les BL. des
quatre genres Lactobacillus, Lactococcus. Enterococcus et Pediococcus présentaient une
activité inhibitrice contre au moins une des bactéries indicatrices Gram + "Micrococcus
luteus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus et Salmonella sp" avec les résultats
donnés. Les zones d'inhibition different selon la bactérie étudiée. En revanche, les six BL
obtenus dans 1'étude de Azat et al.,, (2016) ont démontré une activité antibactérienne a large
spectre contre les bactéries Gram + et Gram-, avec la plus grande zone d'inhibition contre
Escherichia coli mesurant 6,3 a 10.5 mm de diamétre.

Les Bacilles lactiques aussi ont présenté une activité inhibitrice contre les bactéries
pathogeénes Gram positives et Gram negative de 9 mm a 26 mm Concernant les Gram
positive, 'activité la plus forte dirigée par la souch B14 contre Staphylococcus Saprophytus
CCM2635 avec un moyenne de 20 mm. Ces résultats sont d'accord de ceux obtenus par
(Allouche et al. ; 2010) qui constate que les lactobacilles sont plus actifs contre les souches
Gram positives notamment S. aureus et B. subtilis avec des zones de 12 et 22mm.

Mais concernant les bactéries pathogénes Gram negatives, l'activité inhibitrice la plus
importante présente par la souch B13 dirigée contre E.coli SS1951 de diametre de 25 mm nos
résultats sont conformes aux résultats de Mameche (2008) qui a constaté que les Bacilles ont
une activité inhibitrice sur les bactéries a Gram negatif. Obabiyi et al, (2018) et Bouguerra
(2021) aussi ont trouvé que tous les isolats lactiques représentent un effet actif contre les

bactéries indicatrices a Gram positive et a Gram négative
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Les coques lactiques possédent également une activité inhibitrice variant de 10 a 19
mm, les souches sont plus actives contre les bactéries a Gram negatives, notamment
Pseudomonas fluerescence 1207 Porteuse vulgarise CECTI165 Candida sp E7R2 avec des
zones de (13. 26. 17mm) contre (0.0, 17 mm) pour les souches gram positives. Mameche
(2008) remarque aussi que les coques lactiques ont une activité inhibitrice sur les bactéries a
Gram negatif élevée (25mm) comparativement a celle obtenue a 1'égard des Gram positives
(23mm)

2. Activité antifongique

Plusieurs études, ces dernicres, années ont démontré que les BL peuvent supprimer la
croissance de champignons qui causent la détérioration des aliments, tels que Penicillium sp
(Barragan-Menéndez et al, 2020) L'activité antifongique des BL a été testée contre une
variété des levures indicatrices d'origine alimentaire et cliniques

Les résultats ont révélé une puissante action antagoniste qui différe parmi les différentes
souches examinées le tableau montre que les souches lactiques testées ont présentées une forte
activité antifongique qui se manifesté par 'apparition d’une zone claire varient de 9 a 62 mm.
La quantité et la nature des composés bioactifs produits par chaque souche lactique, d'apres
Vuyst et al., (2004), peuvent expliquer la variance du diamétre des zones d'initiation.

L'activité anti-levure des membres de Lactobacillus représentés dans le tableau peut étre
comparée aux découvertes d'Atanassova et al., (2003), qui a trouvé que Lh. paracasei subsp.
paracasei M3 avait une activité antifongique contre Candida albicans, Candida
pseudointermedia et Candida blankii. De méme Abid, (2015) trouve que les diameétres des
zones d'inhibition de bactéries lactiques isolées du lait cru de vache peuvent atteindre environ
20 mm.

Magnusson et al, (2003) ont montré dans leurs recherches qu'un dipeptide cyclique
metabolisé par les BL. Etait la molécule bioactive responsable de l'efficacité antifongique, et
que la distribution de produits chimiques antifongiques puissants était largement dispersée
parmi différentes especes de BL. Cela pourrait expliquer la puissance antifongique de nos
isolats adaptés a différents genres et appartenant a différentes especes. Il faut souligner que la
souche CB16 avait la plus haute efficacité, avec une inhibition de la croissance de 62 mm
contre candida SP E9. En comparaisons avec les travaux de Ogunshe et al., (2011) qui ont
trouvé que a partir de 20 isolats de Lactobacillus provenant d'écouvillonnages endocervicaux
et vaginaux chez des patients malades, le surnageant acellulaire des cultures de Lb.
acidophilus et Lb. plantarum avait une activité antifongique contre les agents pathogénes

Candida sp avec des zones inhibitrices qui allaient d'une sensibilité faible (10,0 a 18.0 mm de
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diametre) a une sensibilit¢ modérée (20,0 a 25,0 mm de diametre) Nos souches sont plus
actives.

D'apres ce qui précéde, il est clair que les BL, qui ont des propriétés antifongiques et
sont généralement considérées comme des démarreurs microbiens inoffensifs, peuvent étre un

outil efficace pour contrdler ou ralentir la croissance des moisissures dans diverses situations



VIII. Activité antimicrobienne des surnagents:

Lactivité antimicrobienne des souches lactiques sélectionnées a €té révele ainsi par la méthode indirecte apres 1‘utilisation de surnagent
lactique traité par les bases et les acides afin d‘éliminer 1‘effet antagonisme des acides organiques et les résultats sont mentionnées dans le

tableau ci-dessus.

Tableau 12 : les Résultats des interactions entre le surnageant de bactéries lactiques et les souches indicatrices pathogénes en( mm)

EN3 | EN13 | EN4 | EN41 | EN36 | Cb23 | Cb6 | Cb2 | ccl | Cb5S | Cb3 | Cbl5 | Cb13 | Cbl6 | CC40 | Cbl4 | CbS1 | Cb47 | Cbl0 | B6 | B3 | B13 | B125 | B8 | Bl4

Pseudomonas 0 0 0 0 0 0 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0 16
fluerecens 1207

Klebsiella 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 12 17 0 0 0 0 12 0 0 0
Ppneumoniae

ATCC 13883

Staphylococcus 0 0 0 0 0 0 0 11 0 13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14 0 0 10 0 18
saprophytus
CCM2635

Pseudomonas
aeruginosaCet 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13 0 0 0

Kiebsiella 0 0 0 0 0 10 10 11 0 0 0 11 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pneumniae 1205

Escherichia coli 0 16 14,7 13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 19 25 0 0 26
SS1951
Esherichia coli 15 16 0 11 0 9 22 0 10 13 0 0 0 0 11 0 0 0 0 0 0 23 18 0 17
1648
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Kiebsiella sp. Es¢ 0 0 13 14 17 0 0 0 0 12 0 0 0 0 0 0 0 13 0 11 0 0 0 12 0
Pseudomonas 14 0 9 0 9 15 16 16 15 14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0 0 0 0 14
aeruginosa 568
Escheria coli 0 20 0 0 0 0 0 0 0 14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SS2109
Proteus vulgaris
CECT165 17 18 0 0 0 0 0 16 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13 16 17 0 12
Staphylococcus 0 0 18 19 0 0 0 0 0 0 0 14 15,7 7 0 0 0 0 15 0 0 0 0 13 17
aureus4266
Proteus vulgaris
489 13 0 15 17 0 0 17 14 13,7 0 0 9 9 7 13 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Staphulococcus 0 0 0 0 0 0 0 10 0 12 0 0 15 0 0 0 15 0 0 0 13 14 0 0 0
epidermidis
CCM 901
Candida sp.Eo 9 17 18 19 13,5 19 22 17 14 16 0 0 15 14 0 0 17 19 0 0 0 0 0 0 17
Staphylococcus 0 11 0 0 0 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 17 15 0 0 0 18 13 | 11,1 | 14
aureus Ee
Listeria 0 9 9 0 13 0 0 0 0 12 0 0 0 0 0 17 0 0 13 0 0 0 18 0 0
monocytogenes
147
Bacillus cereus 0 0 0 0 14 0 0 0 12,8 11 0 0 0 0 17 0 0 0 0 0 0 0 145 0
PCM 482 13
Candida sp. E7R2 | 11 0 0 0 0 0 0 0 11 13 14 16 11 0 14 14 14 0 0 0 0 0 14 11 0
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Proteus vulgaris 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ei1s
Escherichea coli 13
NCTC 100418 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 18 0 0 0 0
Candida sp. E1o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0- 13 18 0 0 7 0 0 0 13 0
Candida sp. K 0 0 0 1 11 0 0 0 15 16 17 11 9 11 17 14 1 0 0 0 0 0 16 | 13,7
Klebsiella 0 0 0 0 0 14,3 0 0 13 0 0 13 11 0 16 18 0 0 0 18 12 | 153 0 0
pneumoniae 12
Pseudomonas 0 0 0 0 0 0 14,7 | 18 0 12,7 0 16 0 15 0 0 0 0 13 1 (147 0 0 11
aeuginosa
ATCC 9027
Enterobacter 0 0 13 11 0 0 0 14 12 0 0 0 0 11 13 17 0 0 0 0 1 0 0 0
aerogenes Eo
Pseudomonas 13 1 0 0 0 12,8 0 0 16 0 0 0 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SfluorescensL
Proteus vulgaris 13 0 0 0 0 0 0 13,7 0 0 0 11 0 0 0 0 0 0 12 0 0 15 0 0
483P7
Candida sp. E¢ 17 17 16 14 16 17 16,7 0 15 14 14 11 15 0 0 0 0 15 14,1 | 12 13 0 0 11
Staphylococcus 0 15 15 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 0 12 0 0 0 0 0 14
aureus
ATCC25923
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Les résultats des tableaux illustrent l'activité antagoniste de 25 surnageant de souches
lactiques lactiques vis-a-vis a 31 souches indicatrice pathogeénes. Les diamétres d'inhibition
présentent par les surnageant variant entre 9 a 26 mm. B14 était la souche qui a montrer
l'activité la plus forte avec une inhibition de 26 mm dirigé contre Escherichia coli SS1951

Le surnageant de Lactobacillus possédent une activité inhibitrice avec un pourcentage
different, cette inhibition est meilleure pour les bactéries a gram négatif et gram positif L'effet
inhibiteur de ces bactéries contre les souches pathogenes est en général dii a une compétition
aux nutriments. Mais la méthode de défense varie par fois : grace au contact des membranes
soit due a la complémentarité du récepteur, soit a partir des signaux, ou bien par la sécrétion
des molécules a faible poids moléculaire tel que H-O, CO: et l'acide lactique ou les molécules
a poids moléculaire ¢levé comme les bacteriocines. De plus, ces souches lactiques
n'influencent pas les souches a gram positif par le contact direct (Morchid el Idrisi, 2017).
Pour le surnageant des Enterococcus ont présenté une faible activité contre les bactéries a
Gram negatives, il faut signale que le surnageant des souches En3. En4. Enl13. En41 ont ne
présentant aucune activité contre les souches indicatrice Pseudomonas fluerescens 1207,
klebsiella pneumonie ATCC 13883, Staphylococcus Saprophytus CCM2635 Pseudomonas
aeurogenas Cetl, Klebsiella pneumonie 1205. Alors que Enl3 montre l'activité la plus forte

vis-a-vis a Escherichia coli SS2109.

IX. Activité antimicrobienne des ferments mixtes

1. Activité antibactérienne
L'activité antibactérienne des 15 ferments mixtes vis-a-vis 31 souches indicatrices

pathogenes a ¢été évaluée afin de mettre en évidence un éventuel pouvoir antagonisme. Les

7 mFl

mF2
F3
F4
mFs

Diamétre (mm)

= F6
F7
| F8
F9

Souches Indicatrices G- F10

résultats de ce test sont illustrés dans les figures
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Figure 56 : 1°activité antibactérienne des ferments mixtes vis-a-vis des souches indicatrices a Gram

négatives.

EFl
mF2
mF3
mF4

Diamétre (mm)

mF5
mF6
mF7
HmF8
F9
mF10

Souches indicatrices G+ mF11

Figure 57 : [‘activité antibactérien des mixtes vis-a-vis des souches indicatrices a Gram
positives.

Les résultats présentent dans la figure 57 montrent que les ferments F6, F7, F9, F12
possédent l'activité inhibitrice la plus élevée contre les souches indicatrices a Gram negatives,
avec des pourcentages différents, notamment un diamétre des zones d'inhibition qui égale a 16
mm pour les trois ferments F7, F9, F12 contre Pseudomonas fluerescen 1207 et un diametre
de 15 mm pour le ferment F15 contre Pseudomonas aeuroginas ATCC 2907. Alors que, les
ferments F1 et F4 ne manifestent aucun effet antagonisme contre les souches indicatrices
Gram négatives.

Par contre les ferments ont présenté une activité inhibitrice vis-a-vis a toutes les souches
indicatrices a Gram positives differe par les différentes souches, il faut noter que les deux
ferment lactiques F2 et F14 montrent l'activité la plus forte vis-a-vis a la souche indicatrice
Listeria monocytogenes 147 (14, 17) respectivement. Onda et al., (2003) suggerent que les
bactéries gram positif sont généralement plus sensibles a l'effet bactericide des bactéries
lactiques.

Ces résultats indiquent que nos bactéries lactiques sont capables de synthétiser des
substances inhibitrices ayant une activité antibactérienne. L'ensemble des souches pures et
ferments mixtes ne présentent pas le méme spectre d'action vis-a-vis des bactéries pathogenes.
2. Activité antifongique :

D'apres les résultats obtenus (Figure 58), nous constatons que l'activité antibactérienne

des ferments mixtes et des souches pures sont semblable. En effet, les diametres des zones
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d'inhibitions étaient compris entre 10 et 24mm L'activité inhibitrice vis-a-vis de Candida SP
E10. Etait totalement absente. Il apparait que les ferments F6, F7. F15 présentent une bonne
activité antimicrobienne contre Candida SP cc, Candida Sp E7R2, Candida SP E9
respectivement.

D'apres les résultats précédents les souches lactiques isolées et les ferments mixtes ont
des propriétés antifongiques importantes. La capacité inhibitrice in vitro des bactéries
lactiques vis-a- vis des germes pathogeénes semble Eétre une bonne propriété probiotique,
comme elle peut jouer un rdéle dans la préservation de la qualit¢ hygiénique des denrées

alimentaires (Ammor et al., 2006).

mFy
mp
" F3
Wy
W Fs5

Diamétre (mm)

" F6
mE7

" Fg

Candida ) | ‘ )
sp.E9 Candida sp.

E7R2

Candida sp. —
E10 P Candida sp. ' ®F10
K Candida sp.

E6 Brn

Souches fongiques F12

Figure 58 : activité antifongique des ferments mixtes vis-a-vis des souches indicatrices.

X. Préparation et bio-aromatisation de yaourt

Apres avoir criblé les souches lactiques les plus pertinentes, les ferments B06 et B13 ont
été choisis. Les deux ferments probiotiques ont été utilisés pour fabriquer un yaourt
probiotique (Figure n°59), qui a ensuite été soumis a un traitement aromatisant et a une
analyse physico-chimique et microbiologique. La teneur en protéine était de 4,47 %, de la
matiere grasse ¢€tait de 1,67 % et 0,99 % a été¢ enregistré pour la salinité. Ceci est en

corrélation avec les travaux de ( Ramirez-Sucre et Vélez-Ruiz, 2013 ; Lee et al., 2021).
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Figure n°59 : Photos représentatif de yaourt probiotique préparé

L'acidité intrinséque du lait est due a sa teneur en caséine de 80%, cependant la baisse
du pH peut étre induite chimiquement par la formation de gels acide-caséine ou simplement
par fermentation avec les BL (Kiani et al, 2010). L'abaissement du pH ainsi que la
génération d'acide lactique dans le yaourt fabriqué par les levains lactiques a été fixée sur 6,10
et 7g/1 respectivement. Selon (Zhao et al., 2016), cet abaissement est le clé dans la fabrication
de yaourt par les ferments lactiques.

Pour le contrdle microbiologique aucune détection d‘agent pathogene n‘a été trouvée,
ceci est di par le fait de la présence des BL dans tous les aliments fermentés les produits
laitiers ont une longue histoire d'utilisation stire (Kasra-Kermanshabhi et al, 2015).

Lajout des additifs naturels a entrainé également un effet positif sur 1‘acceptabilité

sensorielle (en vue primaire) sur le produit préparé.
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Conclusion

Les bactéries lactiques sont utilisées depuis I'Antiquité pour la préparation et la
conservation des aliments. Leur effet sur le lait a probablement été découvert par hasard, mais
leur utilisation s'est poursuivie sous forme d'agents de fermentation et est en constante
évolution. L'objectif de ce travail était de constituer une collection de souches de bactéries
lactiques a usage alimentaire et de sélectionner des souches a potentiel probiotique.

A lissue des travaux, 46 souches ont été isolées et purifiées a partir de plusieurs
produits fermentés (12) échantillons de RAIB - (06) échantillons de Bouhezza  (10)
échantillons des plantes fermentées artisanaux « Mraged » a partir de différentes wilayat
d'Algérie ; dans le milieu MRS. L‘identification phénique de ces isolats a orienté leur
classification ver le genre Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus et Carnobacterium.

Vingt-cinq souches ont été¢ choisies pour former des ferments mixtes et des ferments
simples, démontrant ainsi un pouvoir technologique important des souches isolées. Pour
choisir un ferment technologique ayant un effet probiotique, les deux types de ferments sont
soumis a un test probiotique. Les ferments avaient une forte activité mise en jeu dans
l'industrie du yaourt. Ainsi, nos bactéries lactiques sont capables de synthétiser des substances
inhibitrices a activité antibactérienne, car elles ont montré une bonne hydrophobicité et un
bon auto-agrégation. Cependant, une résistance modérée aux antibiotiques a été observée.
Surtout pour les souches de genre Lactobacillus, selon la littérature ce genre est fréquemment
utilis¢é comme levain dans de nombreux types de fromages, aliments fermentés, l€égumes et
viandes fermentées (Leory et de Vuyst, 200

Le yaourt produit par les deux ferments de Lactobacillus choisir a montrer des teneurs
importantes pour sa compassion chimique et une innocuité microbiologique.

En conclusion, 1'¢tude des isolats lactiques a montré des qualités technologiques et
probiotiques pertinentes qui peuvent étre utilisées pour améliorer la qualité organoleptique du
produit tout en empéchant la croissance de microorganismes contaminants.

Perspectives :

- L‘identification moléculaire des ferments

- Laproduction des autres denrées alimentaires telles les fromages affinés

- Lfoptimisation de la production

- L‘¢tude de 1‘effet des ardmes naturel additionnée au yaourt au cours de conservation

- Lt‘utilisation des autres gammes des additifs naturel
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Annexe I. Composition des milieux de culture et du tampon

La composition est indiguée de composition gou ml par 1litre d’eau distillé

1. Bouillon BGLBB (Brilliant Green Lactose Bile Broth)

* Digestion enzymatique de caséine .............. 10 ,00¢g

* Vertbrillant ..............oooii 0.0133¢g

F LACOSE vt 10,00 g

* BiledeBoeuf.............oooiiiiiii 20,00g
2. Bouillon Fraser

Mileu de Base

¥ Protéose peptone  ...i.iiiiiiiiiiiiiiee 5,00g

FOTryptone o 5,00g

*  Extrait de viande « Lab-Lemco »  .................. 5,00g

*  Extraitde levure ... 5,00g

* Chlorure de sodium ...............cooevivininnn... 20,00g

* Hydrogenophosphate disodique ~ .................. 12,00g

* Dihydrogenophosphate de potassium.............. 1,35g

¥ oOEsculine L, 1,00g

* Chlorure de lithium.............................. 3,00g
3. Bouillon Nutritive

FOPEPtONeS i e, 10,00g

¥ Extraitde boeuf .. 1,00g

¥ Extraitde levure ... 2,00g

* Chlorure de sodium ............cocoeiiiiiiiiiiiiiin 5,00g
4. Bouillon TSB (Tryptic Soy Broth)

¥ Glucose monohydraté ..................coooeiiiiiiininnn... 2,5¢

* Digestion pancréatique de caséine ......................... 17g

* Chlorure de sodium ..............ccoiiiiiiiiiiiii 5g

*

Digestion papaique de tourteau de soja ..........cc......... 3g
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* Hydrogénophosphate dipotassique .................... 2,5¢
5. Eau péptonée tamponée

FUPEPIONE .ot 10,00g

* Chlorure de sodium ..............ccoevviiiiinininnn, 5,00g

* Phosphate disodique anhydre ........................ 3,5¢

* Dihydrogénophosphate de potasssium.............. 1,5¢
6. Gélose Bark Parker

Milieu de Base

* Peptone pancréatique de caséine................ 10,00g

* Extrait de viande de beeuf ........................ 5,00g

* Extraitdelevure ..............coceiiiiiiiiinnnn 1,00g

* Chlorure de lithium .........................ee 5,00g

FOGLYCINe v 12,00g

*  Pyruvate de sodium ...............coiiiinnnnn 10,00g

 AAr 20,00g

* Solution de jaune dceuf .............cooiiinini 50,00 ml
*  Tellurite de potassium a 10 g/l ................... 10,00 ml
7. Gélose hypersaccharosée

¥ Extrait de viande .........cooooeeeirieinieeeenn 10,00g
¥ Extrait de leVUure ........ooeveeveeeieieieieeeeeeeeeeee 3,00g
T U PEPLONE v 2.5¢g

¥ SacCharose .......coeveeeveieciieiicieeeee e 150,00g
FUK2ZHPOA ..o 2,00g
T UNACL e 1,00g
LB Y 110 Y01 = 0 YRy 0.2¢

B AGAL e 15,00g
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8. Gélose MH (Mueller Hinton)

Peptone ......cooiiiiii 17.5¢g
Extraitde viande .............coooiiiiiiiiiii e, 2,00g
AmIdon ... 1.5¢
AT . 17,00g

9. Gélose MRS

Peptone ......cooviiii 10,00 g
Extraitde viande ............cooiiiiiiiiiii 8,00 g
Extrait de levure deshydraté ..........................oll. 4,00 g
DeXtrOSe. .o e e 20,00 g
Tween 80 (Sorbitane monoléate) ............................ 1,00 ml
Hydrogene-orthophosphate dipotassique (K2HPO4) ...... 2,00 g
Acétate de sodium trihydraté¢ (H2CO2, 3H20) ........... 5,00 g
Citrate de diamonique (C6H607 (NH4)2) ................. 2,00 g

AQar-AQar ... ..o 10,00 g
10.Gélose M17

Peptone trypsique de caséine ..............c.cooeeeneiennnn. 25¢g
Peptone pepsique de viande ...............oooiiiiiiinn. 25¢g
Peptone papainique de soja .........ccooeviiiiiiiiiiiiinnnn 5,00 g
Extrait de levure déshydraté............................e 25¢g
Extraitde viande .............ooiiiiiiiiiii 5,00 g
Glycérophosphate de sodium .................ccooiieni 19,00 g

Sulfate de magnésium héptahydraté MgSO4, 7H20) ....0.25g
Acide ascorbique .....vvvvviiiiii e 05¢g

AGAr-agar ...ttt 10,00 g
11. Gélose PALCAM

Gélose de base Columbia ... 39,00g

Extraitde levure ... . 3,00g
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GIUCOSE. .t e e, 0,5g
Esculine ..o 0,8g
Citrate de fer ammoniacal ... 0,5g
Mannitol 10,00g
Rougede phéno...........coooiiiiiiii 0,08¢g
Chlorure de lithium ..o 15,00g
12. Gélose Sabouraud

Digestion peptique de tissus animaux .......ccc.eeeeeeeeneenneennn... 5.00g
Digestion pancréatique de cas€ine..............ceovvvvieiienninnnnnn. 5.00g
DEXIIOSE et 40.00 g
GElOSE. . vttt 15.00g
13. Tampon phophate Salin (PBS)

NAZHPOA ..ot 10.9g
NAZH2POA ...t 3.2¢g



Annexe 02 : Le BMC

8. partenaires clés :

I-membre de projet (des
microbiologistes).
labo

2- les fournisseurs de

médicales.

3-les entreprises des ferments pour
transport .

6. activités clés :
1-Isolement.
2-Conservation.
3-Teste d'activité.
4-Biomasse.
5-Lyophilisation.
6-Emballage.

7-Transport et vente de
ferment.

7.ressources clés : 1-

Ressource matérielle :
locale, bec bunsen, anse
de platine, tube a essai,
milieu de cultures
(MRYS), étuve,
lyophilisateur,
fermenter, ordinateur,
véhicule, emballage,
stock de produit.

2-Ressource humaine :

2. propositions de
valeur:

1-La production d'un
ferment lactiques a
effets probiotiques.
2-L arrét de
l'importation a
encouragg la
surproduction du
ferment local.

3-Le ferment local a
plus d'avantage que
celui de l'importation
:de son coft de revenu,
disponibilité et
accessibilité.

4.relations avec les clients :

1-Face a face

2-Réseau sociaux (email,

téléphone, site web...) 3-Par

intermédiaire (les fournisseurs).

Discuter directement le 4-cotit de produit
avec le client

4-Garder une relation exemplaire avec le
client de tel sorte qu'il soit un ambassadeur

du produit.

3. canaux de distribution :

1-Contact direct avec les clients 2-Les
annonces sur internet, vente en ligne
(réseau sociaux site web.)

3-Boutique en ligne

(approvisionnement direct)

1.Segments de clientéle:

1-Les usines de production des
produits fermentés : (Produits laitiers
+ végétaux fermentés viandes fumer.
2-Les petites entreprises qui fabrique
les produits fermentés Exportation
des ferments vers les pays voisin et

I'Afrique.

fournisseur de
produits nécessaire.




9. structure des coiits :
1- cout de matériels.

2-le loyer de locale.
3-frais de transport.
4-frais d‘emballage. 5-
publicité.

6-rembourssement de prét (en cas de présence).

5. sources de revenus :
1-Production de ferment a effet Probiotique.

2-Production de lipase.
3-Production des molécules bioactifs.
4-Préparation de yaourt par notre ferment.

5-Publicité.




