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 ملخص

ا اسدٚ اٌسٍٍب بىخٍشٌا حٍؼب ًّ  ظً فً ِضافت صساػاث أٚ أطٍٍت بىخٍشٌا وأج سٛاء ٚزفظٙا، الأطؼّت حسًٌٛ فً ِٙ

 لذساحٙا ٚدساست حمٍٍذًٌا اٌّسضشة الأٌباْ ِٕخداث ِٓ اٌسٍٍب بىخٍشٌا ػضي ٘ٛ ػٍّٕا ِٓ اٌٙذف. ٌٍشلابت خاضؼت ظشٚف

 .الأداء ػاٌٍت اٌسلالاث ِٓ ِدّٛػت ػٍى اٌسظٛي أخً ِٓ ٍتٚاٌبشٚبٍٛحٍى اٌبٍٛحىٌٕٛٛخٍت

 ، حبست) اٌدضائش ششق ِٕاطك فً اٌّظٕؼت ، ٚ اٌذ٘اْ صبذة ، بٛ٘ضة ، وٍٍٍت ، خبٍٓ: ػٍٕاث ِٓ ػضي اٌسلالاث  حُ

 حسًٍ اٌمذسة ػٍى ، اٌمذسة اٌسّضٍت) اٌبٍٛحىٌٕٛٛخٍت اٌخٛاص ٌذساست اٌؼضلاث خضؼج(. اٌبٛالً أَ ٚ أ٘شاط سٛق

 ٚاٌخأثٍش اٌسّٛضت ِماِٚت) ٍتاٌبشٚبٍٛحٍى اٌمذسةٚ اٌمٛاَ ٚ إٌىٙت اٌمذسة ػٍى اػطاء ، اٌذًٕ٘ حسًٍاٌمذسة ػٍى  ، ٌٍبشٚحٍٓ

 اٌّضاد إٌشاط ، اٌّخخبش فً اٌظٙاسٌت باٌخلاٌا الاٌخظاق ، اٌظفشاٌٚت ٚالأِلاذ اٌسّضً اٌٍٙذسٚخًٍٕ ٌلأط اٌّشخشن

 بٍٛحىٌٕٛٛخٍت خظائض أظٙشث اٌخً بىٍخٍشٌا اٌسٍٍب ػضلاث ػٍى اٌخؼشف حُ(. اٌسٌٍٛت اٌّضاداث ِٚماِٚت ٌٍٍّىشٚباث

 اٌخفاػلاث دساست بؼذ اٌسلالاث اخخٍاس حُ ، ٚ٘ىزا. API 50CHL ٚ Maldi-TOF-MS بٛاسطت ٌلا٘خّاَ ِثٍشة

 ٔٛع ِٓ اٌطاصج اٌدبٓ حسضٍش فً اسخخذِج ٚاٌخً( سلاٌخٍٓ ِٓ ِىٛٔت ِٕٙا وً) اٌّخخٍطت اٌخٍّشة حىٌٛٓ لإػادة اٌبىخٍشٌت

Jben .ًطبً ٔباث ِٓ اٌّسخخشخت الأساسٍت اٌضٌٛث بإضافت اٌّظٕٛػت الأخباْ ٘زٖ زفع دساست حّج ، رٌه ِٛاصاة ف 

 اٌفٍضٌائٍت ساًٌٍاٌخ خلاي ِٓ اٌؼطشي باٌضٌج اٌّؼاٌدت ٚغٍش اٌّؼاٌدت الأخباْ اسخمشاس ِشالبت حّج(. واسٍا سٍٕاِْٛ)

 .ٚاٌسسٍت ٚاٌٍّىشٚبٌٍٛٛخٍت ٚاٌىٍٍّائٍت

 اٌخؼشف أحاذ. بطشٌمت زشفٍت اٌّخّشة الأٌباْ ِٕخداث ِٓ ػٍٕت 77 ِٓ اٌسٍٍب بىخشٌا 571 ػضي حُ اٌذساست ٘زٖ ًف

 ,Lactococcos (56,58%) :الأخٕاط إٌى ٔسبٙا إِىأٍت ٚاٌفسٌٍٛٛخٍت تاٌّٛسفٌٛٛخٍ اٌظفاث إٌى اسخٕادًا ًالأٌٚ

Lactobacillus (25,58%), Enterococcus (11,62%), ٚ Pediococcus (6,20%) .ُٚػششٌٓ ٚازذ اخخٍاس ح 

  Lactobacillus plantarum: أٔٙا ػٍى ػٍٍٙا اٌخؼشف حُ. اٌؼاٌٍت ٍتبشٚبٍٛحٍىاٌٚ اٌخىٌٕٛٛخٍت الذساحٙ أساط ػٍى ػضٌت

 ،( ٚازذة سلاٌت) Lb.reuteri ٚ( سلالاث3)  Lb. paracasei ،( ٚازذة سلاٌت) Lb.brevis ،( سلالاث 1)

Pediococcus pentosaceus (ٚازذة سلاٌت )، Enterococcus faecium (1 سلالاث )، En. durans  (ْسلاٌخا )

، ٚ Lactococcus lactis (3 سلالاث.) 

 بٍٕٙا ِٓ ، اٌّخخٍطت اٌخٍّشة ِٓ ٔٛػًا 51 حشىًٍ لإػادة سلالاث ثّأً اخخٍاس حُ ، 15 اٌـ اٌٍبٍٕت اٌسلالاث ٘زٖ بٍٓ ِٓ

 ِٓ ٌذٌٚاً اٌّظٕٛػت اٌدبٓ أٔٛاع ِٓ ٔٛػٍٓ ٌخظٍٕغ اٌخىٌٕٛٛخٍت اٌخظائض أساط ػٍى اٌخٍّشة ِٓ ٔٛػٍٓ اخخٍاس حُ ،

 بدشػت ، سٍٕاِاٌذٌٍٙذ ٘ٛ ٌٙا اٌشئٍسً اٌّىْٛ ، (HECC) اٌمشفت ٍمشفتٌ زًٌٍٛا ٔشظ ِسخخٍض دِح سّر .Jben   ٔٛع

 أٔٗ إٌى ٌشٍش ِّا ، ٍِسٛظت بٌٍٛٛخًٍا ٔشطت إِىأاث HECC أثبخج. إٌّخح ٌٍدبٓ أفضً بسفع ،  (%0,125)خٍذًا ِسذدة

 .اٌغزاء خٛدة ٌخسسٍٓ طبٍؼٍت غزائٍت وّضافاث اسخخذاِٙا ٌّىٓ

 ِثٍشة ٍتٚبشٚبٍٛحٍى بٍٛحىٌٕٛٛخٍت بمذساث حخٍّض اٌخً اٌسٍٍب بىخٍشٌا سلالاث ِٓ ِدّٛػت ِٓ حشىًٍ دساسخٕا ِىٕج

 .الأغزٌت طٕاػت فً اسخغلاٌٙا ٌّىٓ ٚاٌخً ، ٌلا٘خّاَ

 بشٚبٍٛحٍىٍتلذسة  , بٍٛحىٌٕٛٛخٍت لذساث ، اٌسٌٍٛت اٌخىٌٕٛٛخٍا إِىأاث ،اٌسٍٍب بىخٍشٌا ، اٌسشفً اٌدبٓ :المفتاحية الكلمات

  .سٍٕاِاٌذٌٙاٌذ ، ػطشي صٌج ، بٌٍٛٛخً زفع ، خّائش ِخخٍطت ،



 
 

Abstract 

Lactic acid bacteria play an important role in the transformation and preservation of foods, 

whether as natural microflore or as cultures added under controlled conditions. The goal of 

our work is to isolate lactic acid bacteria from traditional milk products and study their 

biotechnological and probiotic abilities in order to have a collection of high-performing 

strains. 

The isolation was created using Jben, Klila, Bouhezza, Zebda, and Dhan samples produced 

in eastern Algeria (Tébessa, Souk Ahras, and Oum ElBouaghi). The isolates were studied for 

biotechnological properties (acidification, proteolysis, lipolysis, texturation, and 

aromatization) as well as probiotic potential (acid resistance and the effect of acid pH and 

biliary salts, in vitro adhesion to epithelial cells, antimicrobial activity, and antibiotic 

resistance). API 50CHL and Maldi-TOF-MS were used to identify lactic isolates with 

interesting biotechnological and probiotic properties. So, after studying bacterial interactions, 

some strains were chosen for the reconstitution of mixed ferments (each one is made up of 

two strains) used in the preparation of Jben-type fresh cheeses. In the meantime, the 

preservation of these cheeses made with essential oils extracted from a medicinal plant 

(Cinnamon cassia) has been studied. The stability of Jben treated and untreated with essential 

oil was followed by physicochemical, microbiological, and sensory analyses. 

In this study, 175 lactic acid bacteria were isolated from 87 samples of artisanal fermented 

dairy products. The preliminary phenotypic identification based on morphological and 

physiological characteristics allowed them to be assigned to the following genera: 

Lactococcos (56,58%), Lactobacillus (25,58%), Enterococcus (11,62%), and Pediococcus 

(6,20%). Twenty-one potential isolates have been chosen based on their potential 

technological and biological abilities and identified as; Lactobacillus plantarum "five strains", 

Lb.brevis "one strain", Lb. paracasei "three strains" and Lb.reuteri "one strain", P. 

pentosaceus "one strain", Enterococcus faecium "five strains", En. durans "two strains", 

Lactococcus lactis "three strains". 

Among these 21 lactic strains, eight were chosen for the reconstitution of 12 mixed 

ferments, two of which were chosen on the basis of technological properties for the 

production of two artisanal Jben cheeses. The incorporation of a bioactive extract of 

Cinnamon cassia (CCEO), the main component of which is cynamaldehyde, at a specific dose 

(0,125%), has allowed for better product preservation. The CCEO has demonstrated a 



 
 

remarkable bioactive potential, indicating that it could be used as a natural food additive to 

improve food quality. 

Our research has allowed us to create a collection of lactic acid bacteria with interesting 

biotechnological and probiotic properties that can be used in the food industry. 

Key words: artisanal cheese, lactic acid bacteria, biotechnological potential, probiotic 

abilities, mixed ferments, bio-conservation, essential oil, cynamaldehyde. 

 

 

  



 
 

Résumé 

Les bactéries lactiques jouent un rôle important dans la transformation et la conservation 

des aliments, que ce soit en tant que microflore naturelle ou comme cultures ajoutées sous des 

conditions contrôlées. L‘objectif de notre travail est d‘isoler des bactéries lactiques à partir de 

produits laitiers préparés de façon traditionnelle et d‘étudier leurs aptitudes biotechnologiques 

et probiotiques afin d‘avoir une collection  de souches performantes. 

L‘isolement a été fait à partir des échantillons de : Jben, Klila, Bouhezza, Zebda et Dhan, 

fabriqués dans des régions de l‘est algérien (Tébessa, Souk Ahras, et Oum ElBouaghi). Les 

isolats ont été soumis à l‘étude des propriétés biotechnologiques (aptitudes : acidifiante, 

protéolytique, lipolytique, texturant et aromatisant) et des potentiels probiotiques (résistance à 

l‘acidité et à l‘effet combiné du pH acide et des sels biliaires, adhésion in vitro aux cellules 

épithéliales, activité antimicrobienne et résistance aux antibiotiques). Les isolats lactiques 

ayant montré des propriétés biotechnologiques et probiotiques intéressantes ont été identifiés 

par  API 50CHL et  Maldi-TOF-MS. Ainsi, des souches ont été sélectionnées, après étude des 

interactions inter bactériennes, pour la reconstitution de ferments mixtes (chacun est composé 

de deux souches) qui ont été utilisés pour la préparation des fromages frais type Jben. En 

parallèle, la conservation de ces fromages fabriqués par addition des huiles essentielles 

extraites d‗une plante médicinale (Cinnamon cassia) a été étudiée.  La stabilité des fromages 

traités et non traités par l‘huile essentielle a été suivie par des analyses physico-chimique, 

microbiologique et sensorielle.  

Dans cette étude, 175 bactéries lactiques ont été isolées à partir de 87 échantillons de 

produits laitiers fermentés de façon artisanale. L'identification phénotypique préliminaire 

basée sur les caractères morphologiques et physiologiques a permis de les attribuer aux 

genres : Lactococcos (56,58%), Lactobacillus (25,58%), Enterococcus (11,62%) et 

Pediococcus (6,20%). Vingt-et-un isolats d'intérêt prospectif ont été sélectionnés sur la base 

de leurs aptitudes technologiques et probiotiques potentielles. Ils ont été identifiés comme : 

Lactobacillus plantarum (5 souches), Lb.brevis (une souche), Lb. paracasei (3 souches) et 

Lb.reuteri (une souche), Pediococcus pentosaceus (une souche), Enterococcus faecium (5 

souches), En. durans (2 souches), Lactococcus lactis (3 souches). 

Parmi ces 21 souches lactiques, huit souches ont été choisies pour la reconstitution de 12  

ferments mixtes, parmi lesquels, deux ferments ont été choisis sur la base de propriétés 

technologiques pour la fabrication de deux fromages artisanaux de type Jben. L‘incorporation 



 
 

d‘une huile essentielle de Cinnamon cassia (HECC), dont le composant principal est le 

cynamaldéhyde, à une dose bien définie (0,125%), a permis une meilleure conservation du 

fromage produit. L‗HECC a démontré un potentiel bioactif remarquable, indiquant qu'elle 

peut être utilisée comme additif alimentaire naturel pour améliorer la qualité des aliments. 

Notre étude a permis d‘établir une collection de souches de bactéries lactiques 

caractérisées par des aptitudes biotechnologiques et probiotiques intéressantes, qui peuvent 

être exploitées en industrie agro-alimentaire.   

Mots clés : fromage artisanal, bactéries lactiques, potentiel biotechnologique, aptitudes 

probiotiques, ferments mixtes, bio-conservation, huile essentielle, cynamaldéhyde. 
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Les produits laitiers sont désormais des produits commerciaux clés dans plusieurs pays. 

Chiffrant la production mondiale de lait en 2016 à  826 milliards de litres et qui  devrait 

augmenter de 177 milliards de litres d'ici 2025. La consommation de ces produits laitiers par 

personne devrait augmenter de 0,8 % à 1,7 % par an dans les pays en développement et de 0,5 

% à 1,1 %  dans les économies développées au cours de la même période. En conséquence, 

les produits laitiers fermentés sont consommés dans le monde entier par 6 milliards de 

personnes dans le monde et fournissent 6 à 7% des protéines alimentaires en Asie et en 

Afrique et 19% en Europe - et font l'objet d'importantes recherches, notamment sur leur 

variété microbienne, leurs bienfaits pour la santé, leur qualité et leur sécurité (Leyva Salas, 

2018 ; Sahu et Panda, 2018).  

Les aliments fermentés sont des aliments produits par la conversion enzymatique des 

composants alimentaires majeurs et mineurs en produits aux caractéristiques organoleptiques 

par un agent microbien à croissance régulée (Marco et al., 2017 ; Lübeck et Lübeck, 2019). 

Bien qu'il soit extrêmement difficile d'identifier les débuts précis de la prise de conscience 

humaine de la présence et du rôle des microbes dans les aliments, il existe aujourd'hui quatre 

principaux types de fermentation alimentaire basés sur les principaux micro-organismes 

responsables : la fermentation bactérienne, la fermentation de levure, la fermentation fongique 

et la fermentation en culture mixte (Hui et Evranuz, 2012). Cependant, les enquêtes 

scientifiques sur les interactions bénéfiques des aliments fermentés ont clairement pointé vers 

les aliments issus de fermentations par les bactéries lactiques (BL) (Kalbaza  et al., 2018).   

Les BL sont de bonnes cultures starter pour les aliments fermentés tels que les produits 

laitiers, les boissons, la viande et les légumes en raison de leurs processus fondamentaux 

(Lübeck et Lübeck, 2019). Ces germes jouent un rôle limitant dans la production et la 

conservation des aliments, ce qui a suscité l'intérêt scientifique pour leur étude au cours des 

dernières décennies.  La notion de BL dans les travaux scientifiques s'est formée au début des 

années quatre-vingt-dix, après que Joseph Lister ait obtenu la première culture en 1873 de 

Bacterium lactis, maintenant connue sous le nom de Lactococcus lactis, (Hammi, 2016 ; 

Kalbaza, 2018). 

Les BL sont abondantes dans la nature. Elles peuvent être trouvées librement dans 

l'environnement ou en association avec un hôte. Elles occupent  diverses niches écologiques, 

dont le lait et les produits laitiers, les légumes, la viande, le poisson, et le système gastro-

intestinal ou vaginal des mammifères, ce qui s'explique, entre autres, par des températures 
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idéales de développement variées selon les souches (Lamari, 2014). La biochimie du groupe 

carbonyle des BL et les produits métaboliques sont essentiellement découplés ce qui permet à 

ces microorganismes de s'adapter à un large éventail d'environnements nutritionnels (Sauer et 

al., 2017). 

Les BL, initialement décrites par Orla-Jensen au tournant du XXème siècle, constituent un 

groupe diversifié caractérisés par la formation d‘acide lactique en tant que métabolite primaire 

du métabolisme des sucres. Ce sont des bactéries à Gram positif qui sont généralement 

immobiles, asporulées, anaérobies facultatives et dépourvues de catalase, de nitrate-réductase 

et de cytochrome-oxydase (Axelsson, 2004). Celles dans l‘alimentation sont réputées non 

pathogènes et sont appelées organismes GRAS (Generally Regarded As Safe) en anglo-saxon 

(Aguirre et Collins 1993). La majorité des BL ont des besoins nutritionnels spécifiques, voir  

élevés en vitamines, en bases azotées, en minéraux et même en dérivés d'acides nucléiques. 

Elles ne peuvent pas fabriquer tous les acides aminés à partir de sources d'azote plus simples. 

Certains contiennent des protéases, des endopeptidases et/ou des exopeptidases, qui leur 

permettent d'obtenir de l'azote à partir de peptides ou de protéines étrangers (Leyva Salas, 

2018). Un autre aspect remarquable de nombreux BL est leur capacité à utiliser plusieurs 

hexoses et pentoses, ce qui constitue le point de départ idéal pour l'exploitation des 

polysaccharides lignocellulosiques, la ressource renouvelable la plus abondante au monde et 

surnommée "le futur pétrole" (Abdel-Rahman et al., 2011). 

La taxonomie des BL s'est développée depuis la description du genre Bacterium lactis. En 

1919, Orla-Jensen a classé pour la première fois les BL, selon des critères morphologiques, 

biochimiques et physiologiques, ainsi que des marqueurs chimiotaxonomiques. Avec 

l'avènement de la biologie moléculaire, de nouvelles techniques telles que l'hybridation 

ADN/ADN, le séquençage de l'ARN 16S des gènes codant pour les protéines ribosomales ou 

d'autres études du génome ont  permis d'aborder la taxonomie bactérienne sous un angle 

différent. Néanmoins, les BL ne peuvent pas être classées comme un groupe phylogénétique 

et leur classification actuelle est le résultat d'une taxonomie polyphasique (Pot, 2008 ; 

Tahlaiti, 2019). 

Les BL appartiennent au phylum des Firmicutes, la classe des Bacilli et l‘ordre des 

Lactobacillales. Il existe environ 500 espèces de BL classées en genres et regroupées en six 

grands groupes Gram (+) avec une faible teneur en guanine et en cytosine (% GC), les BL  

ayant un GC de 33 à 55 % (Felis et al., 2015) : 
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* Lactobacillaceae qui comprend les genres Lactobacillus et Pediococcus. 

* Aerococcacea qui comprend les genres Abiotrophia, Aerococcus, Dolosicoccus, 

Eremococcus, Facklamia, Globicatella et Ignavigranum. 

* Carnobacteriaceae qui comprend les genres Alkalibacterium, Allofustis, Alloiococcus, 

Atopobacter, Atopococcus, Atopostipes, Carnobacterium, Desemzia, Dolosigranulum, 

Granlucatella, Isobaculum, Lacticigenium, Marinilactibacillus, Pisciglobus et 

Trichococcus. 

* Enterococcaceae qui comprend les genres Bavariicoccus, Catellicoccus, 

Enterococcus, Melissococcus, Pilibacter, Tetragenococcus et Vagococcus. 

* Leuconostocaceae qui comprend les genres Leuconostoc, Fructobacillus, Oenococcus 

et Weissella. 

* Streptococcaceae qui comprend les genres Lactococcus, Lactovum et Streptococcus. 

Les familles trouvées dans les fermentations alimentaires comprennent les 

Enterococcaceae,  Leuconostocaceae,  Lactobacillaceae et  Streptococcaceae, tandis que les 

bactéries des familles Aerococcaceae et Carnobacteriaceae provoquent des saveurs 

indésirables dans le produit fini et sont classées comme des familles indésirables dans les 

fermentations (Khandelwal et al., 2016). 

Bien que les espèces de Bifidobacterium appartiennent à un phylum distinct appelé 

Actinobacteria, qui a un pourcentage élevé de GC, le terme de BL est souvent appliqué à ce 

genre apparenté, qui est également certifiés GRAS et utilisé dans la production de nombreux 

produits fermentés en utilisant  la voie bifide ou Fructose 6- phospho- cétolase  qui permet 

d‘avoir 1.5 molécules d‘acétate et 2.5 molécules d‘ATP à partir d‘une molécule d‘hexose 

consommée (Holzapfel et al., 2001 ; Hammi, 2016 ; Tahlaiti, 2019). 

Sur la base de l'analyse des séquences d'ARNr 16S, les connexions phylogénétiques de ces 

importantes BL démontrent que Carnobacterium, Enterococcus, Vagococcus, Aerococcus, 

Tetragenococcus et Lactosphaera sont tous étroitement liés. Lactococcus et Streptococcus ont 

tendance à être liés, bien que Lactobacillus semble être phylogénétiquement séparé (Lamari, 

2014). Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Aerococcus, 

Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella et 

Bifidobacterium sont les genres les plus importants pour la recherche et l'application 

industrielle (Chen, 2019). 
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Lactobacillus est le genre le plus répandu de BL. Ce dernier à lui seul compte de 

nombreuses espèces aux propriétés morphologiques, biochimiques et génétiques distinctes 

(Lamari, 2014). Les lactobacilles sont des bactéries microaérophiles à Gram positif qui 

peuvent être trouvées dans un large éventail d'environnements, y compris les environnements 

laitiers riches en nutriments, les habitats microbiennes d‘hôtes comme les muqueuses 

humaines et les niches biologiques naturelles comme les plantes et le sol (Barrangou et al., 

2012). Le genre Lactobacillus a été décrit pour la première fois par Beijerinck en 1901, et il a 

ensuite subi de nombreuses modifications taxonomiques à la suite des développements 

technologiques phylogénétiques. Leur classification repose désormais sur le séquençage des 

gènes pheZ et rpoA, en plus du gène de l'ARN ribosomique 16S (Fangous, 2019). 

En 2012, Les lactobacilles ont été classés en 152 espèces  et en 14 groupes génotypiques 

dominant par le groupe Lb. delbrueckii contenant 27 espèces principalement homo-

fermentaires (20/27) ; et le groupe Lb. salivarius contenant 25 espèces, dont de nombreuses 

espèces mobiles et elles sont majoritairement homo-fermentaires (16/25), et le groupe Lb. 

reuteri qui contient 15 espèces hétéro-fermentaires (Salvetti et al., 2012). Au 12 aout 2019, 

241 espèces avaient été officiellement reconnues sur la « List of Prokaryotic names with 

Standing in Nomenclature ». Onze espèces regroupaient également des sous espèces 

(Fangous, 2019). Il a été proposé qu'un large éventail de souches de Lactobacillus soient 

couramment utilisées comme probiotiques en raison de leurs propriétés intrinsèques de 

promotion de la santé (Barrangou et al., 2012). 

À l'exception des genres Streptococcus et Enterococcus, il y a eu extrêmement peu de cas 

d'infections aux BL. Le genre Streptococcus détient le statut GRAS seulement pour l'espèce 

Streptococcus thermophilus, qui est fréquemment répandue dans le lait et les produits laitiers 

en tant qu'agent acidifiant. Elle est fréquemment employée dans l'industrie alimentaire dans 

les fromages, les yaourts et les laits fermentés comme le kéfir, où certaines souches de S. 

thermophilus peuvent cataboliser le galactose après avoir épuisé le glucose contenu dans le 

milieu. Une diversité génétique considérable au sein de cette espèce était attendue en raison 

de son utilisation généralisée (Lecomte, 2014 ; Goldstein et al., 2015). 

Les bactéries du genre Enterococcus, dont il existe une cinquantaine d'espèces, peuvent 

être trouvées dans une variété d'habitats. On les trouve à la fois dans le sol et dans le 

microbiote intestinal animal et humain, fonctionnant comme des bactéries commensales ou 

pathogènes selon l'environnement. Parce que certaines espèces produisent des bactériocines, 
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ces bactéries sont également exploitées dans l'agroalimentaire et entrent dans la formulation 

de certains probiotiques (Lebreton et al., 2013 ; Celiberto et al., 2017). L'utilisation 

d'espèces responsables d'infections cliniques, comme En. faecalis et En. faecium, comme 

probiotiques pour l'homme reste limitée, mais En. faecalis est largement utilisé comme 

complément alimentaire pour les animaux, et En. faecium entre dans la composition des 

probiotiques alimentaires qui semblent efficaces non seulement dans la prévention des 

diarrhées liées à l'utilisation d'antibiotiques, mais aussi dans le traitement des diarrhées 

infantiles (Isnard, 2017). Les entérocoques également peuvent contribuer à la maturité et au 

développement de la saveur de certains aliments traditionnellement fermentés comme les 

fromages et la charcuterie (Svec et Franz, 2014). 

Toutes les BL ont un métabolisme fermentaire qui  dépend fortement des glucides. Selon 

leur voie de métabolisation des glucides, elles sont classées en deux catégories ; homo-

fermentaire (ou homolactique) et hétéro-fermentaire (ou hétéro-lactique) (Fessard, 2017). 

* Le principal produit final de la voie homo-fermentaire est le lactate. La voie homo-

fermentaire imprime le processus de glycolyse, également connu sous le nom de voie 

Embden-Meyerhof-Parnas (EMP). Elle  est couramment associée aux bactéries 

Streptococcus, Lactococcus, Pediococcus et Lactobacillus. 

Au cours de ce processus, le glucose est converti en deux molécules de pyruvate, 

tandis que l'ADP est phosphorylé en deux molécules d'ATP. La lactate 

déshydrogénase convertit ensuite le pyruvate en lactate, permettant aux cofacteurs 

d'être réoxydés. Ce mécanisme doit convertir au moins 90% du glucose consommé en 

lactate pour être classé comme homolactique. Ce processus peut également être utilisé 

pour fermenter des sucres autres que le glucose, y compris sous forme de 

monosaccharides et de disaccharides (Hammi, 2016 ; Fessard, 2017). Ce qui rend les 

BL attrayants pour l'industrie, c'est leur capacité à utiliser une grande quantité de sucre 

pendant le processus de la fermentation pour la production de biomasse, ce qui 

entraîne une perte de matière primaire minimale (Sauer et al., 2017). 

* La voie d'hétéro-fermentation se produit lorsqu'une molécule de glucose est fermentée 

en une molécule d'acide lactique, une molécule d'éthanol/acétate, une molécule de 

CO2 et une molécule d'ATP. Pour convertir le glucose, la voie hétéro-fermentaire 

imprime la voie des pentoses phosphates. Les Leuconostoc et certains lactobacilles 

sont les principales catégories de BL qui démontrent cette forme de métabolisme 

(Hammi, 2016 ; Fessard, 2017). 
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Différents aspects technologiques qui peuvent être pertinents pour le produit final doivent 

de plus être pris en compte lors de la sélection de BL pour les fermentations alimentaires. Les 

activités acidifiantes, protéolytiques, lipolytiques, l‗aptitude aromatique et texturante sont 

quelques-unes des caractéristiques qui contribuent à la conservation, à la saveur et à la qualité 

nutritionnelle du produit (Lavermicocca et al., 2021). 

Les BL sont utilisées comme ferments dans les industries principalement en raison de leur 

capacité d'acidification des aliments, qui présente plusieurs avantages : elles précipitent les 

protéines après neutralisation de leurs charges négatives, rendant les aliments plus digestes, 

elles prolongent la durée de conservation en limitant la prolifération des microorganismes 

responsables de la détérioration, et elles contribue également au développement des arômes 

(Widyastuti et Febrisiantosa, 2014 ; Hammi, 2016). Ces dernières années, la consommation 

indirecte des acides organiques produits principalement par les BL en fermentation sous 

forme de laits fermentés a retrouvé la faveur pour diverses raisons, notamment la prévention 

des toxines produites par les agents pathogènes d'origine alimentaire et les bactéries de 

détérioration qui pénètrent le corps humain (Widyastuti et Febrisiantosa, 2014).  

Les BL contribuent à l'arôme et à la saveur des produits laitiers fermentés en métabolisant 

les molécules d'arôme ou les précurseurs d'arôme. Des alcools, des aldéhydes, des acides, des 

esters et des composés soufrés sont produits à la suite de la protéolyse de la caséine, du 

métabolisme des peptides et des acides aminés et du catabolisme des acides aminés (Leyva 

Salas, 2018). Les principaux acides aminés pour les composés gustatifs comprennent les 

acides aminés à chaîne ramifiée (valine, leucine et isoleucine), les acides aminés aromatiques 

(tyrosine, tryptophane et phénylalanine) et les acides aminés soufrés (méthionine et cystéine) 

(Liu et al., 2008). 

Les BL ont un mécanisme protéolytique qui hydrolyse les caséines du lait et le lactosérum 

pour répondre à leurs besoins en azote. Ce système est composé de protéases de paroi, d'un 

système de transport d'acides aminés et d'oligopeptides, ainsi que de peptidases 

intracellulaires qui décomposent les peptides intériorisés mais peuvent également être libérés 

dans l'environnement en raison de l'autolyse des bactéries dans certaines conditions (Kalbaza, 

2018 ; Meghoufel, 2019). 

La capacité protéolytique de nombreuses espèces de Lactobacillus et Lactococcus, en 

particulier Lc. lactis, a été largement étudiée et joue un rôle important dans la synthèse du 

goût lors de la fabrication du fromage (Léonard, 2013 ; Kieliszek et al., 2021). Les peptides 
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produits par les BL peuvent également être classés comme bioactifs avec des effets 

immunologiques, tels que ceux produits par Lb. plantarum, qui aide à prévenir la formation de 

toxine Clostridium botulinum dans les aliments réfrigérés, ou ceux produits par Lb. 

bulgaricus, qui peut aider dans le développement de produits laitiers hypoallergéniques 

(Kalbaza, 2018). 

Contrairement à leur capacité protéolytique intense, les BL ne sont pas particulièrement 

lipolytiques, en particulier dans le lait, où elles n‘hydrolysent pas ou peu de la matière grasse, 

composée à 96 % de triglycérides. Elles peuvent cependant l'hydrolyser après que d'autres 

lipases ou estérases l'aient pré-hydrolysé. Le niveau d'activité lipolytique varie selon le type 

lactique ; par exemple, elle est plus élevée chez S. thermophilus et lactobacilles que chez 

Lactococcus, qui ne contient qu'une seule enzyme codée par un seul gène (Meghoufel, 2019).  

En général, les quelques lipases de BL sont des estérases qui hydrolysent les esters à moins 

de huit carbones, des bactéries telles que Lb.helveticus, Lb.acidophilus et Lb.delbrueckii par 

rapport à l'activité lipase, ont démontré des niveaux élevés d'activité estérase (Hofi et al., 

2011). Leur site actif comprend la sérine, et ils se trouvent principalement à l'intérieur de la 

bactérie, bien que Gobbeti et al (1997) aient découvert une estérase à la surface d'une souche 

de Lb.plantarum (Meghoufel, 2019). Ces enzymes peuvent également catalyser quatre types 

de réactions de synthèse d'esters : estérification par condensation d'un alcool sur un acide gras 

; l'alcoolyse entre un alcool et une glycéride, dans laquelle l'alcool agit de manière similaire à 

l'eau en hydrolyse ; acidolyse par réaction d'un ester et d'un acide ; et transestérification par la 

réaction de deux esters. Les deux mécanismes impliqués dans la formation des esters dans le 

fromage sont l'estérification et l'alcoolyse (Abeijon Mukdsi et al., 2016). 

La lipolyse est essentielle dans  l'affinage du fromage car les acides gras sont convertis en 

molécules aromatiques contribuent à la saveur du produit fermenté (Holzapfel et Wood, 

2014). Dans le cas du fromage bleu et du camembert, une dégradation importante des graisses 

se produit après la lipolyse, entraînant la libération de composants saturés et insaturés ainsi 

que d'acides gras libres. Grâce à une séquence de processus enzymatiques, les acides gras 

saturés produisent des méthylcétones et des alcools secondaires. Les lactones, les aldéhydes, 

les alcools et les acides sont produits par les acides gras insaturés. Les alcools peuvent alors 

réagir avec les acides gras libres pour produire des esters aromatiques tels que l'acétate 

d'éthyle et l'acétate de butyle (Kalbaza et al., 2018). Les principaux agents lipolytiques des 
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fromages cheddar et hollandais fabriqués à partir de lait pasteurisé sont les lipases et estérases 

des lactocoques et des lactobacilles (kalbaza, 2018). 

Les enzymes hydrolytiques produites par les BL  peuvent modifier la texture des denrées 

alimentaires, ce qui donne une activité bénéfique supplémentaire (Kocabaş et al., 2021) ; 

néanmoins, la capacité texturante véridique des BL réside dans la production des 

exopolysccharides (EPS) (Widyastuti et Febrisiantosa, 2014). 

Les EPS produits par les BL ont une large gamme d'applications dans les industries 

alimentaires et médicinales. Une enzyme extracellulaire appelée glucane-sucrase transforme 

le saccharose en trois types de glucane : dextrane, mutane et alternane. Les quatre genres de 

BL connues pour fabriquer des glucanes sont les Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus et 

Lactobacillus (Das et Goyal, 2012). Les espèces  de Lactobacillus productrices d‘EPS ont 

piqué la curiosité des chercheurs ; jusqu'à récemment, environ 30 espèces ont été identifiés, à 

titre d‘exemple Lb.casei, Lb.acidophilus ,Lb.brevis, Lb.cruvatus et Lb.plantarum (Badel et 

al., 2011).  

Les fonctions des EPS in vivo ne sont encore pas vraiment connues, (Zang et al., 2013) ont 

démontré l'importance de l'EPS de la bactérie Lb.plantarum C88 isolée du tofu fermenté 

Chinois traditionnel dans la résistance au peroxyde d‘ l'hydrogène ainsi que dans l'activité de 

piégeage des radicaux. L'EPS peut également aider in vivo à la colonisation et contribuer à la 

formation de biofilms en raison de la fixation des bactéries les unes aux autres ou aux tissus 

hôtes et produisant une matrice isolante (Xue et al., 2013).  

Dans l'industrie, les EPS ont trouvé leur application la plus utile pour augmenter la 

rhéologie, la texture et la "sensation en bouche" des produits laitiers fermentés. En 

conséquence, les BL productrices d'EPS sont des micro-organismes industriels importants 

dans le développement d'aliments fonctionnels, et ils sont utilisés comme cultures de départ 

ou coadjuvants dans la production d'aliments fermentés, notamment le yaourt, le fromage et 

les produits à base de céréale (Zannini et al., 2016). L'EPS de BL est une source précieuse 

d'alternatives naturelles aux additifs commerciaux d'origine végétale ou animale. L'utilisation 

de BL productrices d‘EPS peut donner un produit final sûr, naturel et sain avec une texture et 

une stabilité accrues, ce qui peut avoir un impact substantiel sur le développement de 

nouveaux produits (Kalbaza, 2018). 
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L'EPS produit par les BL peut également avoir une variété d'avantages et de fonctions pour 

la santé humaine et animale " y compris les propriétés immunomodulatrices, anticancéreuses, 

activité antioxydante, antiulcéreuse, agents anti-biofilm pour prévenir les agents pathogènes 

d'adhésion des bactéries, propriétés hypoglycémiantes et antihypertensives". En raison de ces 

qualités, les BL productrices peuvent de façons égales qualifiées comme probiotiques (Saadat 

et al., 2019). 

La recherche d'aliments bénéfiques pour la santé s'est intensifiée ces dernières années. 

L'étude du microbiote intestinal devient de plus en plus populaire et certains aliments 

fermentés, comme le yaourt, ont été associés à un transit intestinal amélioré. Ces avantages 

pour la santé ont été liés aux BL contenues dans ces aliments, et le label probiotique leur a été 

donné (Flint, 2012).  

Vers 1908, Metchnikoff fut probablement le premier à proposer d'utiliser des laits 

fermentés contenant une souche de lactobacilles capables de survivre dans le tube digestif 

comme composants d'une alimentation saine, aujourd‘hui l'utilisation des BL comme 

probiotiques, est un marché mondial en plein essor estimée à 20 milliards d'euros et en 

expansion à un rythme de 10 % par an (de Vos, 2011 ; Savadogo et Traore, 2011). 

Selon la définition de l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), de l'Organisation des 

Nations Unies pour l'alimentation et l'agriculture (FAO), les probiotiques sont des " micro-

organismes vivants qui, lorsqu'ils sont fournis en quantités suffisantes, confèrent un avantage 

pour la santé de l'hôte " (Joint FAO, 2002). Les lactobacilles par ces espèces Lb. plantarum, 

Lb. acidophilus, Lb. brevis, Lb. casei, Lb. fermentum et Lb. helveticus, peuvent prévenir les 

maladies intestinales et aider les gens à vivre plus longtemps. Ces micro-organismes ne sont 

pas toujours présents dans l'intestin, mais ils devraient avoir un effet positif sur l'état général 

et sanitaire de l'homme et des animaux, donc ils sont des supers probiotiques (Fessard, 2017 ; 

Gupta et al., 2018). Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium 

infantis et Lactococcus lactis sont aussi des probiotiques. Ces organismes se trouvent 

couramment dans les aliments fermentés, cependant,  les aliments fermentés ne contiennent 

pas toujours de probiotiques (Fessard, 2017).  

Un microbe doit répondre aux critères suivants pour être considéré comme un probiotique ; 

critères de sécurité, critères technologiques, compétitivité et performances, et caractéristiques 

(Thevenot, 2104 ; Alard, 2017). Tous d‘abord, les probiotiques doivent : 
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* Avoir un effet bénéfique démontré sur l‘hôte 

* Etre non pathogène et sans effets indésirables, être totalement inoffensifs pour 

l'hôte afin d'être utilisés dans la santé humaine, et ils doivent avoir le statut GRAS 

tel que spécifié par la FDA (Federal Drug Administration) aux États-Unis et/ou du 

statut de présomption d‘innocuité reconnue ou QPS (Qualified Presumption of 

Safety) défini par l‘EFSA (European Food Standard Agency) en Europe. 

* Survivre aux acides gastriques et biliaires pour persister dans l‘intestin 

* Adhérer aux cellules intestinales 

* Réduire l‘adhésion des pathogènes en produisant des peptides antimicrobiens 

* Avoir un effet sur le système immunitaire 

* Survivre et rester stable suite aux procédés de production 

* Parfaitement caractérisée sur le plan phénotypique et génotypique, et ne pas porter 

de gènes de résistance aux antibiotiques (Zaylaa, 2018). 

La sélection d'une souche probiotique optimale qui répond à tous les critères de sélection 

est difficile, voire impossible. En pratique, le choix d'un produit probiotique est toujours un 

compromis entre les nombreuses caractéristiques bénéfiques et les paramètres techniques de 

production des souches examinées d'un point de vue industriel et économique (Thevenot, 

2104).  

Les probiotiques peuvent être divisés en plusieurs catégories selon leurs effets et leurs 

modes d‘action (Zaylaa, 2018). Les principales voies d'action des probiotiques sont (1) 

l‘amélioration de la fonction de barrière intestinale, (2) l‘exclusion compétitive des bactéries 

dangereuses, (3) l'antagonisme direct et (4) la modulation du système immunitaire 

(Bermudez-Brito et al., 2012). De ce fait, de nombreux probiotiques sont utilisés dans 

l'alimentation animale dans le but de réduire l'utilisation d'antibiotiques et de maintenir le 

bien-être des animaux, ce qui entraîne un développement sain et donc un gain de poids. 

Lactobacillus spp. sont couramment employés dans les élevages avicoles (Angelakis et 

Raoult, 2010). Plusieurs études ont également suggéré que les probiotiques pourraient jouer 

un rôle dans la prévention du cancer en produisant des enzymes et des antioxydants. Ceux-ci 

fonctionneraient en éliminant les radicaux libres, qui sont des produits chimiques qui 

stimulent la croissance des cellules cancéreuses (Hammi, 2016).  

Les probiotiques peuvent également être administrés en association. En effet, (Alard et al., 

2016) ont montré que l'association d'un L. rhamnosus LMG S-28148 et d'un B. animalis 
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subsp. lactis LMG P-28149 est capable de limiter significativement la prise de poids, de 

diminuer la résistance à l'insuline. Dans le même concept, fait intéressant, les fromages 

probiotiques contenant la souche L. plantarum TENSIA et 26 % de matières grasses peuvent 

réduire les symptômes du syndrome métabolique, la prise de poids et les risques 

cardiovasculaires par rapport aux fromages ordinaires (Sharafedtinov et al., 2013). Comme 

ceux-ci (Del Carmen et al., 2016) ont démontré que l'administration d'un yaourt probiotique 

contenant deux souches lactiques en mélange, S.thermophilus CRL 807 et Lb.bulgaricus CRL 

864 chez des souris modèles atteintes d‗inflammation intestinale et de carcinogenèse du 

côlon, avait un effet anti-inflammatoire intense via la régulation de la réponse immunitaire. 

Les BL probiotiques possèdent également des propriétés antimicrobiennes. Elles sécrètent 

des acides organiques tels que les acides lactique, acétique et butyrique, qui contribuent à 

réduire le pH intestinal et donc à limiter la croissance des bactéries entéropathogènes et 

uropathogènes. La souche L. rhamnosus GG, par exemple, stimule la génération d'acide 

lactique in vitro et inhibe la croissance de Salmonella typhimurium. Les bactéries probiotiques 

peuvent également produire du peroxyde d'hydrogène. Les souches de L. reuteri DSM 17938 

et ATCC PTA 5289 ont une activité antifongique spécifique de la souche contre les levures du 

genre Candida via la production de peroxyde d'hydrogène (Alard, 2017). Les probiotiques 

sont capables  de produire, en plus de l‘acide lactique et de l‘H2O2, des bactériocines 

(Alvarez-Sieiro et al., 2016).  

Les bactériocines sont généralement des composés protéiques contenant de 20 à 60 acides 

aminés. Ils  ne sont pas des antibiotiques, mais elles ont des qualités antibiotiques puisqu'elles 

peuvent être bactéricides, c'est-à-dire éliminer des bactéries spécifiques, ou bactériostatiques, 

c'est-à-dire empêcher ou bloquer la croissance de certains micro-organismes (Taale, 2016). 

Klaenhammer a proposé en 1993 de catégoriser les bactériocines en quatre classes principales 

en fonction de leurs structures et modes d'action ;  la classe I contenant des lantibiotiques, la 

classe II contenant des bactériocines "de type pédiocine" et la classe III contenant les 

bactériolysines, qui sont des protéines thermosensibles à activité enzymatique et en une 

quatrième classe dans laquelle où se trouvent les bactériocines complexes (Makhloufi, 2011). 

La  majorité des bactériocines ne sont pas directement utilisées dans les aliments, bien que 

deux d'entre elles (nisine et pédiocine) soient approuvées comme conservateurs alimentaires. 

Fréquemment, les souches bactériennes produisant ces molécules sont utilisées directement, 

principalement dans les plats cuisinés pour lutter contre la présence de Listeria 

monocytogenes Alvarez-Sieiro et al., 2016). A l‘opposé de leur utilisation dans les produits 
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alimentaires, leur utilisation directe en santé humaine ou vétérinaire est envisagé (Back, 

2014). Les bactériocines ont le potentiel d'être utilisées  comme des  traitements des infections 

cutanées, traitements de la gingivite, traitements de la mammite, traitements des otites et 

traitements des infections systémiques (Taale, 2016). Elles peuvent également être utilisées 

en conjonction avec d'autres antimicrobiens pour minimiser l'apparition de résistance ou pour 

améliorer l'efficacité antimicrobienne (Mathur et al., 2017). 

Les souches employées dans les applications agroalimentaires doivent répondre à certains 

critères, notamment l'absence de facteurs de pathogénicité ou de virulence, la capacité à 

augmenter les caractéristiques organoleptiques de l'aliment, la facilité de culture et de 

conservation, et le maintien de propriétés favorables lors du stockage (Hammi, 2016). Tout 

ces propriétes sont réunis dans les BL, en plus de la compréhension des méthodes de sécrétion 

et de l'activité de leur différents métabolites  ce qui a permis de les utiliser non seulement 

comme starters simples, mais aussi en combinaisons sous forme des cultures mixtes ou des 

levains (Hugenholtz et al., 2000). Cependant, le succès de la combinaison dépend de la 

concentration des deux bactéries ainsi que des caractéristiques des souches elles-mêmes. Par 

exemple, pour faire un bon yaourt, le rapport des deux bactéries doit être de 1:1. La 

dominance de S.thermophilus donne un yaourt sans arôme, tandis que la dominance de 

Lb.bulgaricus donne un yaourt extrêmement acide (RASIC et KURMAN, 1978). 

Les levains sont des cultures pures ou des combinaisons de BL choisies et utilisées pour 

fabriquer des aliments fermentés (Leroy et De Vuyst, 2004). Les ferments lactiques sont 

utilisés sous forme concentrée, congelée ou lyophilisée depuis les années 1980, permettant 

l'obtention de produits fermentés par ensemencement direct ou semi-direct, par la technique 

du " pied de cuve ", dans laquelle le milieu à transformé est inoculé avec une petite quantité 

du produit issu de la fermentation précédente, ou en faisant intervenir deux ou plusieurs 

cultures intermédiaires avant l'étape de fabrication (Velly, 2014). Les ferments lactiques 

peuvent être classés selon deux critères, d‗après (Hadef, 2012), le premier étant leur 

composition en ferments purs, ferments mixtes et des ferments mixtes sélectionnés, et le 

second étant la température de croissance aux ferments mésophiles et thermophiles. 

* Les ferments purs ; des cultures issues en théorie d'une seule cellule bactérienne et 

constituées d'une seule souche d'une espèce bien définie. Les ferments mixtes sont constitués 

d'un nombre et d'une proportion arbitraires de souches, qui appartiennent toutes à des types 

lysotypiques différents et ont de ce fait un effet fortement acidifiant, et les ferments 
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sélectionnés ; contiennent une variété de souches bien caractérisées d'une ou plusieurs 

espèces, avec des proportions connues et définies selon les exigences de l'utilisateur. 

* Les ferments mésophiles ont une température de croissance optimale de 25°C à 30°C, et 

peuvent atteindre une température de fermentation maximale de 38°C à 40°C, selon la souche. 

Les espèces acidifiantes (Lactococcus lactis ssp. lactis, Lc. lactis ssp. cremoris) et 

aromatisantes (Lc. lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides ssp. 

cremoris) en constituent la majorité des bactéries constitutives de ce type de levain. Alors que 

les ferments thermophiles comprennent les lactobacilles, les bifidobactéries et les souches 

de S.thermophilus. Des températures de 40°C à 50°C sont optimal pour leur croissance. 

L'utilisation de BL dans un groupe de " levain ou ferments mixtes" a été étudiée pour tenter 

d'augmenter les avantages positifs individuels des souches (Levit et al., 2019). Dans les 

systèmes alimentaires complexes, seules les cultures de départ mixtes peuvent limiter la 

croissance d'autres bactéries en produisant des bactériocines ou d'autres produits chimiques 

comme l'antibiotique de faible poids moléculaire reutéricycline, bien que seules quelques 

bactériocines ou substances de type inhibiteur bactériocine produite par le levain ait été 

identifiée jusqu'à présent ( Gobbetti et al., 2005). 

Les caractéristiques métaboliques du levain lactique offrent également des avantages 

nutritionnels lors de leur utilisation comme starter dans les industries de divers produit 

alimentaire (Gobbetti et al., 2005 ; Olojede et al., 2020). Le fromage est un de ces aliments. 

L'ajout des souches de BL probiotiques étudiées en co-culture a entraîné de bons bénéfices, en 

raison de l'augmentation du taux et de la profondeur de la protéolyse, ce qui a un impact direct 

sur la valeur sensorielle et nutritionnelle du fromage fabriqué (Oliveira et al., 2012). 

L'inclusion de souches de BL a augmenté la qualité organoleptique du fromage tout en 

inhibant les bactéries pathogènes et en décomposition (Benheddi et Hellal, 2020).  

Devant ce constat, notre contribution répond à la nécessité d‘établir une banque de données 

sur un des patrimoines nationale, les bactéries lactiques autochtones isolées de produits 

laitiers fermentés traditionnellement. 

 A ce titre, les objectifs de l'étude étaient les suivants : 

* L‘isolement, la purification et la caractérisation des BL à partir des produits laitiers 

fermentés de façon artisanale collectés des zones rurale de l‘Est Algérien. 
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* La recherche et le criblage des propriétés biotechnologiques des isolats lactiques 

obtenues.  

* L'étude des potentiels probiotiques des souches lactiques isolées. 

* L‘identification au niveau de l‘espèce des BL sélectionnées. 

* La reconstitution de ferments mixtes mésophiles et l‘étude de leurs propriétés 

technologiques.  

* La préparation des fromages frais  type Jben en utilisant les ferments mixtes 

reconstitués et l‘évaluation de leurs qualités.  

* L‘étude de la conservation des fromages fabriqués par addition des huiles 

essentielles extraites d‘une plantes médicinale (Cinnamon cassia). 

 

Cette thèse s'inscrit dans le cadre  des travaux originaux du laboratoire de biomolécules et 

applications de l'Université de Tébessa, elle a été divisée en deux grandes parties pour 

répondre à ces objectifs ;  

La partie bibliographique, qui a été résumée dans cette introduction générale, comprend 

des informations générales sur les bactéries lactiques, leur taxonomie, leur écologie et leur 

importance dans le secteur industriel.  

La partie expérimentale, couvre toutes les méthodologies de cette étude ainsi que les 

résultats et la discussion, les aspects les plus intrigant de cette enquête scientifique, a été 

divisé à son tour en ; 

* Isolement et caractérisation des bactéries lactiques ; la tâche à accomplir est de 

traiter le premier objectif.  

* Caractérisation biotechnologique des bactéries lactiques isolées ; cette tâche nous 

orientera vers l‘étude des aptitudes technologiques des souches lactiques. 

* Potentiel Probiotiques des bactéries lactiques isolées ; cette section examinera les 

propriétés probiotiques des souches lactiques. 

* Identification des bactéries lactiques sélectionnées  

* Préparation d’un fromage frais à base de ferments mixtes et évaluation de sa 

qualité  

  

Les dernières éléments de la thèse avec les références bibliographiques des différents 

thèmes abordés dans cette recherche, et les Annexes qui ont été consacrées à la diffusion des 

résultats détaillés de certaines expérimentations et la présentation des participations 
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scientifiques nationales et internationales, ainsi que la publication internationale de la 

soutenance ; ont été la conclusion générale et la présentation des principales perspectives 

envisagées pour la poursuite de cette thématique de recherche. 



 

 

 

 

 

 

PARTIE EXPERIMENTALE 
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Le présent travail a été réalisé au laboratoire de recherche de Molécules Bioactives et 

Applications de la faculté des sciences exactes et des sciences de la nature et de la vie de 

l'Université de Larbi Tebessi –Tébessa-, durant la période  de Janvier 2019 au Décembre 2021 

et au centre de recherche scientifique et technique en analyses physico – chimique (CRAPC) 

Bou-Ismail-Tipaza du 15 au 31 Décembre 2020 et au laboratoire de contrôle de qualité "Eurl 

laboratoire Fethallah"-Tébessa pendent le mois de Février 2021. Les objectifs de cette étude 

s‘articulent autour des points suivants : 

* Isolement et identification des bactéries lactiques à partir de produits laitiers 

artisanaux; 

* Etude des propriétés technologiques et probiotiques de ces bactéries lactiques ; 

* Constitution de ferments mixtes mésophiles et étude de leurs propriétés 

technologiques ; 

* Application des ferments mixtes sélectionnés dans la fabrication d'un fromage frais de 

type Jben au sein du laboratoire. 

Les procédures mises en œuvre pour atteindre ces objectifs sont résumées dans la Figure 

n°01  et décrites en détail dans les cinq fiches techniques répertoriées ci-dessous : 

 

Fiche technique n° 01 : Prise des échantillons, isolement et condition de croissance 

1. Présentation des échantillons 

Dans plusieurs pays du monde, une large gamme des produits laitiers fermentés est 

commercialisée. Le Leben et le  Raib sont les laits fermentées le plus largement consommés 

en Algérie,  il existe environ douze sortes de fromages traditionnels fabriqués dans différentes 

régions de Nord Algérien " y compris frais et sèche  comme Jben, Klila Bouhezza, Mechouna, 

Takammart, Klila sèche et Oudiouan Oulli. A cette gamme de produits s‘ajoute les beurres 

traditionnels  de vache ou de chèvre qui sont utilisé depuis longtemps comme matière grasse 

comestible dans les zones rurales (Idoui et al., 2013 ; Essma, 2019 ; Chait et al., 2021). Les 

Figure n° 02 et n°3  illustrent les procédures traditionnelles typiques pour la fabrication du 

Jben, Klila, Bouhezza, Zebda et du Dhan Algérien.  

1.1.Jben 

Le Jben un fromage à pâte molle fabriqué à partir de lait de vache, de chèvre et de brebis 

dans la zone montagneuse de l'Est Algérien (Souk Ahras, Guelma, Tébessa, Khenchela et 
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Batna). Le  jben présente un environnement riche et complexe avec un microbiote autochtone 

varié, la flore lactique dominante de ce produit  appartienne aux genres Lactobacillus spp., 

Enterococcus spp., Lactococcus spp., et Streptococcus spp., qui contribuent à la 

bioconservation  et le développement des propriétés organoleptiques du produit final (Mechai 

et al., 2014). 

Dans la procédure traditionnelle de la fabrication du Jben, le lait cru est collecté dans un 

récipient en terre cuite.  Le lait est tout d'abord filtré afin d'éliminer les impuretés grossières 

qu'il peut contenir, et subit une acidification spontanée avec addition de présure bovine ou 

végétale. Dans le dernier cas, la coagulation est réalisée par des enzymes coagulantes 

d‘origine végétale issues des fleurs de cardon (Cynara cardunculus L), d‘une plante épineuse 

sauvage (Cynara humilis) ou d‘artichaut (Cynara scolymus), ou du latex de figuier (Ficus 

carica). Les fleurs entières sont mises à macérer dans le lait. Le végétal est utilisé pour 

accélérer la coagulation et pour donner un certain goût au fromage. La variété végétale 

utilisée varie d‘une région à l‘autre; elle donne un goût et une texture appréciés par les gens 

de la région concernée. Le caillé est ensuite égoutté et salé ou non (dans un sac de mousseline 

pendant des jours  jusqu‘à  l‘obtention de la consistance désirée du produit final. Une fois 

l'égouttage terminé, le fromage est ensuite vidé du sac en tissu, coupé en morceaux (environ 

250 g). Dans certaines régions d'Algérie, des plantes aromatiques (Ail, persil ou poivre) sont 

ajoutées pour améliorer la saveur du produit final (Figure n° 02). 
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Figure n°01: Schéma récapitulatif présentant les  différents tests de 

caractérisation des souches isolées et de la production d‘un fromage frais.  
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1.2. Klila 

Le Klila un produit laitier fermenté Algérien  a longtemps été l‘un des moyens de 

conserveration du lait, son fabrication  est empiriquement réalisée à partir de "Lben" (Leksir 

et al., 2019). Les caractéristiques  microbiologiques de fromages Klila  pourraient changer 

d'une région à une autre, cepandant la flore microbienne du Klila rest toujours dominée par les  

entérocoques  impliqués dans le processus de fabrication et maturation de ce fromage 

(Guetouache et Guessas, 2015 ; Benamara et al., 2016). 

Dans les zones rurales la préparation traditionnel de klila début le printemps où le lait est 

abondant. Le lit cru collecté est laissé à lui-même jusqu‘à acidification spontanée à 

température ambiante durant une période de 24 h à 72h. Ce lait se transformé rapidement en 

"Raib" après une coagulation spontanée, le "Raib" est transversé dans la "chekoua". Cette 

dernière représente le récipient original de barattage depuis des milliers d‘années. Elle est 

issue d‘un traitement laborieux de la peau de chèvre ou de brebis. Ensuite, le  "Raib" est 

baratté (40 mn jusqu‘à 1h et 15mn) en ajoutant des petites quantités d‘eau tièdes ou froides, 

permettant ainsi de recueillir la matière grasse sous forme de beurre dit "Zebda". Après 

séparation de la matière grasse, le L‘ben est chauffé modérément à (55C°- 75C°) jusqu‘à la 

séparation du lactosérum. Le lactosérum formé est séparé du caillé par un tissu fin et le caillé 

obtenu est le "Klila", ensuit égoutté spontanément est consommé comme un fromage frais ; 

sinon, il est découpé puis séché (pendant quelques jours selon la saison), est ensuite utilisé 

après réhydratation comme un ingrédient dans des préparations culinaires. Sous sa forme 

déshydratée, il peut être conservé plusieurs années à températures ambiante, dans des jarres en 

poterie ou en verre ou des sacs en peau de chèvre/mouton (Leksir et Chemmam, 2015 ; 

Benlahcen et al., 2017). 

1.3.  Bouhezza 

Bouhezza est un fromage affiné à pâte molle, traditionnel largement fabriqué et comsomé 

dans la région du "Chaouia" de l'Est Algérien. En effet, à l‘origine, le Bouhezza était 

traditionnellement le produit de la transformation du lait de chèvre et de brebis; toutefois la 

tendance actuelle semble s‘orienter vers l‘utilisation du lait de vache ( Aissaoui et al., 2006). 
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Le fromage est obtenu après transformation du Lben dans une outre faite de peau de 

chèvre ‗ la Chekoua ‗. Le Lben est utilisé comme matière première dans la fabrication  après 

le barattage de Raib et l'élimination de beure (Hamama, 2017). 

Comme tous les fromages affinées la la flore microbienne de Bouhezza est constituée 

principalement par les BL, les bactéries probioniques, les levures et moisissures ainsi que les 

bactéries contaminant la surface ( Zitoun et al., 2011 ; Saoudi, 2012). L‘égouttage, le salage 

et l‘affinage du Bouhezza sont réalisés simultanément dans la Chekoua pendant une durée de 

2 à 3 mois. Au cours de la période d‘affinage, du L’ben et du lait sont rajoutés au contenu de 

la Chekoua. Au stade de la consommation, le fromage est épicé soit par l‘incorporation de la 

poudre de piment rouge piquant, de la H‘rissa, le poivron noir ou par le  vinaigre (Zitoun et 

al., 2011 ; Medjoudj et al., 2017). 

1.4. Beurre traditionnel "Zebda" et "Dhan" 

Selon la norme du Codex Alimentaire, le beurre est un " produit gras dérivé 

exclusivement du lait et/ou de produits obtenus à partir du lait  " . Un beurre traditionnel frais le 

"Zebda"  est fabriqué avec une matière primaire non pasteurisé soit du lait frais, du lait entier 

fermenté (Le Lben) ou de la crème, le beurre fermenté traditionnel ; "Dhan" est fabriqué à 

partir de lait cru entier (Bettache et al., 2012 ; Boussekine et al., 2020 ; Mourad et 

Bettache, 2020). Le beurre traditionnel Algérien se caractérise par une flore microbienne 

abondante due  à l'absence des traitement thermique au cours de la fabrication (Idoui et al., 

2010).  

La fabrication de beurre traditionnel par les méthodes artisanales est loin d'être 

parfaitement connue. Pour l'éleveur, l'utilisation de Lben comme matière primaire de 

production présente divers avantages surtout l‘acidité qui empêche la contamination 

microbienne. L‘étape clé de la production traditionnelle de beurre est  l‘agitation manuelle par 

le "Chekoua" en ajoutant une petite quantité d‘eau qui facilite la collection des granules 

grasses "le Zebda" après la précipitation des lipides libérés. La transformation du Zebda en 

Dhan conduit à un produit plus équilibré  chimiquement et microbiologiquement capable 

d‘ètre concervé plus d‘une année (Kacem et Karam, 2006 ; Iradukunda et al., 2018 ; 

Mourad et Bettache, 2020). 
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Figure n°03: Diagramme de fabrication de "Bouhezza" 
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2. Isolement et purification des souches lactiques 

Les lactocoques et les streptocoques lactiques ont été isolées sur le milieu M17 (Terzaghi 

et al., 1975), cependant le  milieu MRS (De Man et al., 1960) a été utilisé pour l‘isolement 

du genre Lactobacillus et genres apparentés.  

Les (87) échantillons de produits laitiers artisanalement fermentés sont présentés dans le 

Tableau n° 01. Ils ont été récoltés à partir de différentes zones rurales de Tébessa, Souk 

Ahras et Oum El Bouaghi dans de minuscules boîtes stériles et sont transférés directement au 

laboratoire sous réfrigération à 4°C à condition qu‘ils soient traités dans un délai ne dépasse 

pas les 12 heures. 

Tableau n° 01 : La répartition des échantillons 

Produits laitiers fermentés artisanal Nombre des échantillons 

Jben 47 

Klila 20 

Bouhezza 7 

Zebda 7 

Dhan 6 

 

2.1.Milieux et conditions de cultures 

Afin d‘isoler les bactéries lactiques, différents milieux de cultures sélectifs ont été 

utilisés afin de proliférer les germes désirés (Annexes) : 

* Le milieu MRS (Man, Rogosa et Sharpe) avec un pH=6.4 + 0.2 ayant été utilisé pour 

l‘isolement des Lactobacilles (De man et al., 1960). 

* Le milieu M17 avec un pH = 6.9 + 0.2 ayant été utilisé pour l‘isolement des 

Lactocoques (Terzaghi et Sandine, 1975). 

2.2. Isolement 

En vue d‘obtenir des colonies lactiques convenablement séparées, la méthode classique 

d‘isolement a été utilisée ; 10g de chaque échantillon a été additionné à 90 ml d‘eau 

physiologique (NaCl à raison de 0.9%), une série de dilutions décimales a été 

préparé (10
-1

 à 10
-9

) et homogénéisé. Après un ensemencement à la surface en duplicate dans 

les milieux de culture solide MRS et M17,  les souches présomptives ont été récupérées.  Les 
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boites de Pétri sont incubées à 30°C pendant 48h en aérobiose (pour les Lactocoques) et 

anaérobiose (pour les Lactobacilles) (Mami, 2013). 

2.3.Purification  

Après récupération des colonies blanchâtres et crémeuses (suspecte d‘être lactique) une 

série de repiquages successifs a été réalisée. La purification consiste à réaliser des repiquages 

successifs sur gélose et bouillon MRS, avec une incubation à 37°C pendant 24h, jusqu‘à 

l‘obtention de colonies de même taille, même forme et même couleur renseignant sur la 

pureté des souches.  

Les souches sélectionnées -Gram positives et catalases négatives- ont été identifiées au 

niveau du genre par les tests communs ; Ils portent essentiellement sur la détermination du 

type fermentaire, croissance dans les déférentes conditions de pH et de salinité et  croissance à 

différentes températures. 

2.3.1. Détermination de type fermentaire  

Ce test permet d‘étudier le caractère homo ou hétéro fermentaire des souches lactiques par 

la mise en évidence de la production de CO2 à partir de glucose. Pour le réaliser, un milieu 

liquide enrichi avec 5g/l de glucose distribué dans des tubes contenant des cloches de 

Durham. Après inoculation par  une culture lactique jeune et incubation de 24h à 30C°, les 

isolats qui ont produit du gaz dans les cloches sont notés héterofermentaires stricts. Tandis 

que  les isolats qui n‘ont pas produit de gaz dans les cloches sont notés homofermentaires  

(Carbonnelle et al ., 1990 ; Leveau et al ., 1991) .  

2.3.2. Croissance dans les déférentes conditions de pH et de salinité 

La croissance des BL sélectionnées aux pH 9,6 et 4,4 a été étudiée dans le milieu MRS 

liquide réparti à raison de 5 ml dans les tubes à essai et ajusté au pH convenable (Schleifer et 

Kilpper-Bälz, 1984). Pour tester la capacité des isolats lactiques à croître sur des milieux 

salés, le bouillon MRS additionné avec 6.5, 10 et 18% du Nacl a été employé (Schillinger et 

Lücke, 1987). La croissance  bactérienne qui se traduit par l‘apparition d‘un trouble est 

estimé après 24 et 48 h d‘incubation à 30C°.   

2.3.3. Croissance à différentes températures 

Pour réaliser ce test,  les bouillons MRS et M17 ont été inoculé avec les souches lactiques. 

Les températures et les périodes d‘incubation sont ajustés comme suivants : -10°C pendant 7 à 
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10 jours - 15°C pendant 7 à 10 jours- 30°C pendant 24 à 48 h - 37°C pendant 24 à 48 h - 40°C 

pendant 24 à 48 h et 45°C pendant 24 à 48 h (Mechai, 2009).  

3.  Conservation 

3.1.Conservation à court terme 

Cette opération est nécessaire pour le maintien de la viabilité des souches isolées.  Les 

isolats purifiés ont été ensemencé sur gélose inclinée (MRS, M17 et MRSc), incubé pendant 

18 h à 30°C (Lactocoques) et 37°C (Lactobacilles et Bifidobactéries) et conservé à 4C°. Le 

renouvèlement des cultures se fait toutes les quatre semaines (Mechai, 2009). 

3.2.Conservation à long terme 

A partir des cultures jeunes de 18h, préalablement purifiées sur milieu liquide, 1 ml de la 

suspenssion bactérienne est inoculé dans le milieu de conservation contient 2 ml de lait 

écrémé, 0.2% d‘extrait de levure et 30% de glycérol. Les cultures sont conservées en 

suspension danse dans des micro tubes à -20°C (Zergoug, 2017). 
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Fiche technique n° 02 : Etude des aptitudes technologiques des bactéries lactiques 

1.  Activité acidifiante 

 Pour l‘étude de l'activité acidifiante, un lait écrémé (10%) a été préparé dans des 

erlenmeyers de 100 mL, après stérilisation et refroidissement à la température 

d'ensemencement, chaque erlenmeyer est ensemencée par une culture revivifiée (10
9
 

UFC/mL) à raison de 1% (v/v), l‘incubation est réalisé à 37C°. A des intervalles de 2h, 4h, 6h, 

24h et 48h, 10 ml de la culture est prélevé  et le pH est mesuré à l‘aide d‘un pH-mètre et 

l‘acidité titrable a été déterminée selon la norme 306 de la Fédération Internationale de 

Laiterie (FIL "IDF") (IDF, 1995) (Figure n°04). L'acidité est déterminée par la formule : 

Acidité (D°) = V (NaOH) x 10. 

 

2. Activité protéolytique 

 L'activité protéolytique extracellulaire a été testée comme décrit par Dal Bello et al., 

(2012) avec une légère modification. La gélose MRS (2% (p/v)) additionnée de lait écrémé à 

10% a été coulée, solidifiée et séchée puis des disques de papier Wattman stérile ont été 

déposés en surface de la gélose. Chaque disque a reçu un volume de 20µl d'une culture jeune. 

Après une incubation à 37° C pendant 4 jours, la protéolyse est révélée par des zones claires 

autour des disques. 

 

3. Activité lipolytique 

 L'activité lipolytique, des BL a été étudiée selon le protocole développé par Guiraud et 

Galzy (1980) sur le milieu MRS tamponné à pH 7 (tampon phosphateNa2HPO4/NaH2PO4, 

0,1M). la gélose MRS opacifié avec 0,5% de carbonate de calcium (CaCo3) additionnée avec 

un substrat lipidique naturelle (huile d'olive) à différente concentration 1, 3 et 5%, comme une 

source unique de lipides a été préparé. Des précultures de 18h des souches correspondantes 

ont été ensemencées et les boites sont incubées à 30 °C pendant 4 jours et examinées 

quotidiennement pour la formation d‘un halo autour des colonies. La lipolyse est révélée par 

une zone d‘éclaircissement entourée d‘un dépôt autour des disques. 

 Dans le même concept, la gélose MRS supplémenté avec 0,5% de NaCl , 0,01% de CaCl2 

et un substrat lipidique artificiel (tween 80) à des concentrations 1, 3 et 5% a également été 

utilisé pour étudier cette activité. Après incubation à 30° C pendant 72h l'activité lipolytique 

est déterminée par l‘apparition d‘une zone de précipitation formée autour des colonies. 
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Figure n°04: Détermination du pouvoir acidifiant 
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4. Activité texturant  

 L‘activité texturant qui consiste à révéler la production d‘exopolyssacharide (EPS) a été 

détecté sur un milieu solide hypersaccharosé. Le test a été réalisé selon la méthode 

d'Abdalrahim et al., (2019), dans des boites de pétri préalablement coulées avec la gélose 

hypersaccharosé ( composition dans l‘annexe n°01), 0,3 ml des cultures d'une nuit des 

souches  à tester ont été striées à la surface. Les boites ont été incubées pendant 48h à 30°C. 

Les isolats producteurs d'EPS ont se manifestent par la formation des colonies visqueuses, 

"mucoïdes". Ces dernières apparaissent sous forme des colonies brillantes et lisses. 

5. Activité aromatisant 

 L‘activité aromatisant a été révélée selon le protocole proposé par Colombo et al., 

(2019). Dans 10 ml de lait écrémé reconstitué (BD, 10 % w/v) des aliquotes des cultures de 

BL sélectionnées (1 %, v/v) ont été inoculées et incubées à 37°C pendant 24 h. Ensuite, 1 ml 

de culture cellulaire a été ajouté à 0,5 ml de α-naftol (1% p/v) et KOH (16% p/v) et incubé à 

30°C pendant 10 min. La production de diacétyle se manifeste par l‘apparition d‘un anneau 

rouge au sommet des tubes. Les résultats ont été exprimés ;  négatifs (-), faibles (+), moyens 

(++) ou forts (+++) selon l'intensité de la couleur. 
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Fiche technique n° 03 : Potentiels probiotiques des bactéries lactiques isolées 

1. Résistance à l’acidité 

 La résistance des BL à l'acidité a été étudiée selon le protocole décrit par Gharbi et al., 

(2019). Les cultures lactiques sont cultivées sur bouillon MRS jusqu'à une densité optique 

(DO650) de 0,6 à 0,7. Les cultures ont été centrifugées (12 000 rpm, 5 min à 4 °C), lavées, 

puis remises en suspension dans 5 ml de tampon phosphate salin (PBS) ajusté à pH (1,0, 2,0 

et 3,0) en utilisant 1 mol/l de HCl. Des dénombrements sur  gélose MRS sont réalisés après 0, 

2 et 3h d’incubation à 30°C. Le pourcentage de survie des cellules a été calculé à l'aide de la 

formule indiquée ci-dessous : 

Taux de survie (%) = (log UFC N1/log UFC N0) x 100. 

N1 est le nombre viable d'isolats après incubation et N0 est le nombre viable initial. 

 

2. Résistance à l’effet combiné de pH acides et de sels biliaires 

 La résistance à l‘acidité combinée aux sels biliaires a été étudiée selon le protocole 

développé par Tambekar et Bhutada (2010). Les souches lactiques sont mises en culture sur 

bouillon MRS. Après incubation, les cultures bactériennes en phase exponentielle sont 

centrifugées (12000 rpm/5 min). Les cellules récupérées dans le culot sont ensuite transférées  

dans un bouillon MRS (10 ml) contenant des sels biliaires (0,3 %, p/v) (Sigma-Aldrich, États-

Unis) dont le pH  est préalablement ajustées à 2 et 2.5 avec de l'acide chlorhydrique (4 M). Un 

bouillon MRS ajusté à pH 6,5 a été utilisé comme témoin.  

 Après des périodes d‘incubation de 0, 2 et 4h, le nombre des cellules viables a été calculé 

et le pourcentage de survie des isolats a été déterminé par la formule suivante : 

Taux de survie (%) = (log UFC N1/log UFC N0) x 100. 

N1 est le nombre d'isolats viables  après incubation et N0 est le nombre initial d‘isolats 

viables. 

3. Adhésion in vitro aux cellules épithéliales 

 Le test d'adhésion des BL  aux cellules épithéliales prises à partir de différentes parties de 

l'intestin de poulet a été réalisé comme décrit par Ehrmann et al., (2002). Des segments de 

duodénum et d'iléon collectés ont été préparés : d'abord lavés avec une solution saline stérile 

tamponnée au phosphate (PBS,  pH 7,2), puis laissés reposer pendant 30 mn à 4C°. Un 

deuxième lavage a été effectué dans le même tampon suivi d'une période de repos de 3 h à 

4°C. Les cellules épithéliales ont été grattées doucement avec le bord d'une lame de 

microscope. La concentration des cellules raclées a été ajustée à 5 x 10
4
 cellules/ml. D‘autre 
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part, la concentration en cellules bactériennes a été ajustée à 10
8
 cellules/ml après une 

centrifugation à 6000 rpm/10mn des cultures jeunes.  

 100 µl de chaque suspension bactérienne ont été ajoutée à 400 µl de la suspension de 

cellules épithéliales puis incubée pendant 30 min à 37°C. L'adhésion est observée au 

microscope et notée positive si au moins 10 bactéries par cellule épithéliale pouvaient être 

observées. 

4. Criblage de l'activité antimicrobienne 

  La production massive d'acide lactique et d'acide acétique donne un effet antimicrobien 

intéressant aux BL, certaines souches sont également connues pour produire des bactériocines 

et des molécules de type bactériocine (L De Vuyst et EJ Vandamme, 1994). Les souches 

lactiques isolées sont testées pour leur activité antagoniste vis-à-vis des bactéries et des 

champignons pathogènes et d‘altération (Tableau n°02) : 

4.1.  Préparation de surnageant  

 Les BL ont été cultivées dans un bouillon (MRS) à 37°C pendant 18h. Les culots ont été 

récupérés par centrifugation (7000g pendant 20min à 4°C) et dialysé contre 0,01 mol/l de 

tampon phosphate de potassium (pH 6.6). Après dialyse, chacune des solutions a été stérilisée 

par filtration à travers un filtre à pores de 0,45 µm (Millipore). La solution ainsi obtenue est 

désignée comme le surnageant natif (SN) (Mechai et al., 2020). 

4.2. Activité antibactérienne 

 Les souches probiotiques ont été criblées pour leur activité antibactérienne en utilisant la 

méthode de diffusion en puits légèrement modifiée (Schillinger et Lücke, 1989). L‘activité 

antagoniste des surnageant a été évalué contre des bactéries pathogènes et opportunistes 

Gram
+
 et Gram

-
 multirésistantes aux antibiotiques et productrices de ß-lactamases (Tableau 

n°02). Chaque souche d'essai a été cultivée pendant une nuit dans du Tryptic Soy Broth (TSB,  

TM Media, Delhi, India). Après une incubation, elles ont été ensemencées sur une gélose 

Mueller Hinton (MH, Condalab). Des puits adjacents (6 mm) ont été réalisés dans de la gélose 

molle (0,8%) ensemencée préalablement avec les souches indicatrices, et 20μL de surnageant 

ont été versés dans les puits. Les zones d'inhibition ont été mesurées après 24 h  d‘incubation 

à 37°C. 

4.3.Activité antifongique 

 Les SN des BL ont été testées pour leur activité antifongique contre sept espèces 

différentes : Candida albican (2 souches), Alternaria Alternaria, Aspergillus flavus, 

Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus (2 souches), Neosartorya pseudofischeri et 
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Penicillium expansum. Ces moisissures étaient auparavant isolées des produits alimentaires, 

les souches de Candida albicans ont été aimablement fourni par le laboratoire central de 

l'hôpital Bekaria (Tebessa, Algérie) (Tableau n°02). 

 L'activité antifongique a été déterminée par la méthode de double couche décrite par 

Muthusamy et al., (2020). Le SN de chaque isolat lactique a été inoculé sous forme de spot 

central dans le milieu gélosé MRS, par la suite les cultures ont été recouvertes de 10 ml de 

milieu Sabaroud semi-solide (TM Media, Delhi, India) prélablement inoculé avec les 

suspensions de spores des champignons cibles. La préparation de spores de champignon a été 

réalisée selon (Kim, 2005) ; les champignons filamenteux ont été ensemencés à la surface de 

milieu Sabouraud à 30°C pendant 10 jours et les spores ont été récupérée dans de l'eau 

distillée stérile contenant 0,05 % de Tween 80 et agitées pendant 15 minutes. 

 Pour le test de l‘antagonisme contre les deux souches de Candida albicans Ca01 et 

Ca02 ; la méthode des puits décrit par (Schillinger et Lücke, 1989) a été utilisée. 

Le résultat de test de l‘activité antagoniste se traduit par l‘apparition des zones d‘inhibition 

après une incubation à 30C°  pendant 7jours pour les champignons et 24-48h pour les levures.  

 

5.     Résistance aux antibiotiques (ATB) 

 La résistance aux antibiotiques des BL a été réalisée selon la méthode de l'antibiogramme 

illustrée par (Leroy et al., 2006). Après ensemencement de la gélose MH avec 10
6
 ufc/ml des 

cultures lactiques correspondantes, des disques d‘antibiotiques contenant de l'érythromycine 

(15 µg), de la tétracycline (30 µg), de la ciprofloxacine (5 µg), de l'ampicilline (10 µg), de la 

gentamicine (10 µg) et de l'amoxicilline acide clavulanique (30 µg) sont déposés sur la 

surface de la gélose. 

 Les résultats de la résistance ou la sensibilité sont estimés par la mesure du diamètre de la 

zone d'inhibition puis comparées aux valeurs des seuils interprétatifs de sensibilité selon les 

recommandations de Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2010).  
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Tableau n°02 : Les souches indicatrices et leurs origines 

Microorganismes 

indicateures  

Origine Code de la 

souche 

Phénotypes de résistance détectés 

Les Souches de Réference 

Staphylococcus aureus ATCC  25923 / 

Escherichia coli ATCC 25922 / 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 / 

Les Bactéries à Gram positive 

Staphylococcus aureus Humain 03MRSA / 

Staphylococcus aureus Humain 25MRSA / 

Staphylococcus aureus Humain 27MRSA / 

Listeria monocytogenes Alimentaire Lm01 / 

Les Bactéries à Gram négative 

Acinetobacter baumanii Humain Ab57 / 

Acinetobacter baumanii Humain Ab37 / 

Enterobacter cloacae Humain En73 bêta-lactamase à spectre étendu  

Enterobacter cloacae Humain En53 / 

Enterobacter cloacae  Humain E22 bêta-lactamase à spectre étendu 

Céphalosporinase de haut niveau 

(AmpC) 

Escherichia coli Humain E03 bêta-lactamase à spectre étendu  

Klebsiella pneumonie Humain E02 bêta-lactamase à spectre étendu  

Salmonella Typhi Humain St14 bêta-lactamase à spectre étendu  

Serratia odorifera Humain So64 / 

Serratia marcescens Humain Sm27 bêta-lactamase à spectre étendu 

Serratia marcescens Humain E18 / 

Les Champignons 

Candida albicans  Humain Ca01 / 

Candida albicans  Humain Ca02 / 

Alternaria Alternaria  Alimentaire Aa7 3’ / 

Aspirgillus flavus  Alimentaire Af8 / 

Aspergillus fumigatus  Alimentaire Af9’ / 

Aspergillus terreus  Alimentaire At5’ / 

Aspergillus terreus  Alimentaire At1’ / 

Neosartorya pseudofischeri  Alimentaire Np7’ / 

Penicillium expansum  Alimentaire Pe14’ / 

ATCC: American Type Culture Collection  
MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus   



Matériel et Méthodes 
 

35 
 

Fiche technique n° 04 : Identification des bactéries lactiques sélectionnées 

Les isolats lactiques qui ont démontré des propriétés biotechnologiques et probiotiques  

intéressantes ont été sélectionnés pour être identifié au niveau de l‘espèce par les tests 

spécifiques.   

1. Identification biochimique par la galerie API 50CHL 

Les galeries API 50 CHL (Biomérieux, REF 50 300, France) permettent une identification 

des bactéries lactiques au niveau de l‘espèce et même parfois de la sous-espèce sur la base de 

la fermentation de 49 sucres différents. La galerie API 50 CHL est constituée de 50 

microtubes permettant l‘étude de la fermentation de substrat, appartenant à la famille des 

hydrates de carbone et dérivés (hétérosides, polyalcools, acides uroniques). 

Préparation des galeries : 

* Chaque galerie est constituée de 5 bandes comprenant chacune 10 tubes numérotés. 

Préparer une boite d‘incubation (fond et couvercle)  

* Répartir environ 10 ml d‘eau distillée ou déminéralisée dans les alvéoles du fond pour 

créer une atmosphère humide.  

* Sortir les bandes de leur emballage, séparer en deux les bandes 0-19 et 20-39 et les 

déposer dans le fond de la boite d‘incubation. 

* Compléter la galerie avec la bande 40- 49 

Préparation de l’inoculum : 

* Cultiver les bactéries sur un milieu adapté à sa croissance 

* Après 24 h d‘incubation, la culture est récupérée par centrifugation à 3100 tr/mn 

pendant 10 mn, le culot est rincé 2 fois à l‘eau physiologique stérile. 

Préparer l‘inoculum dans le milieu de l‘API50 CHL. 

Inoculation des galeries : 

* Répartir la suspension bactérienne à l‘aide d‘une pipette stérile dans les 50 tubes de la 

galerie en se conformant aux précautions suivantes : 

* Incliner légèrement vers l‘avant la boite d‘incubation. 

* Eviter la formation de bulles en posant la pointe de la pipette sur le côté de la cupule. 

Lorsque les tubes doivent être inoculés, les cupules sont remplies avec de l‘huile de  

paraffine stérile. 

* Incuber les galeries à la température optimum de croissance de bactéries étudiées. 
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* Durant la période d‘incubation, la fermentation des sucres est indiquée par une couleur  

jaune exceptée pour l‘esculine (brun foncé). Les résultats sont lus à 24 h et vérifiés 

après 48 h d‘incubation. 

* Les interprétations des profils de fermentation ont été facilitées par la comparaison 

avec des profils biochimiques de réferences disponibles sur la base de données 

APIweb® (bioMérieux). 

 

2. Identification protéomique des souches Maldi-TOF-MS 

Dans le but de confirmer les résultats de l‗identification phénotypique et biochimique des 

isolats lactiques, une identification par Matrix Assisted Laser Desorption and Ionization 

Time-of-Flight Mass Spectrometry (Maldi-Tof-MS) a été employée. Cette technique est un 

outil prometteur et fiable d‗identification bactérienne qui se base sur l'analyse de protéines de 

cellules entières et permet une identification des microorganismes au niveau de genre, de 

l‗espèce et parfois même au rang de sous-espèce. Le protocole adopté est celui décrit par 

Bellili (2020).  

Les souches de bactéries lactiques  phénotypiquement identifiées ont été cultivées sur MRS 

solide pendant 24 heures. Un  microlitre de la culture bactérienne a été co-cristalisée dans 

100l composée de 50% d‘acétonitrile (ACN) (Merck, Darmstadt, Germany) et 1% d‘acide 

trifluoroacétique aqueux (TFA) (Acros Organics, Morris Plains, NJ), le mélange a été vortexé 

soigneusement deux fois pour avoir une bonne homogénéisation. Après centrifugation à 8000 

rpm pendant 10 min, le surnageant a été transféré dans de nouveau eppendorf et a été stocké à 

– 20°C. Un microlitre d‘aliquote de l‘échantillon a été mélangé avec 10l d‘une solution 

composée de 10mg d‘acide 𝛼-cyano-4-hydroxycinnamic (𝛼-CHCA) dans 1mL de 50% ACN 

et 2.5% TFA aqueux. Après séchage, un microlitre a été déposée sur la plaque. L‘échantillon 

a été ionisé puis accélérée avec une tension de 20000v. Les mesures des spectres ont été 

réalisées en mode linéaire avec une détection des ions en mode positif et un temps de latence 

de 350 ns sous 100 acquisitions à partir de même spot d‘échantillon dans une gamme de 

1500–15000Da. 
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Fiche technique n° 05 : Préparation d’un fromage frais à base de ferments mixtes et 

évaluation de sa qualité   

1. Choix des ferments mixtes 

1.1.Etude des interactions entre les souches de ferments reconstitués 

L‘étude des interactions entre les bactéries lactiques est le facteur déterminant dans le 

choix des ferments mixtes utilisés dans la préparation d‘un produit fermenté. Ces interactions 

sont classées dans deux catégories : les interactions positives qui se caractérisent par les effets 

synergétiques entre les  micro-organismes et les interactions négatives qui correspondent à 

une à une inhibition de la croissance et de l‘activité métabolique (Choisy et al., 1997). 

L‘activité antagoniste entre les souches lactiques a été recherchée selon le protocole proposé 

par Schillinger et Lücke, (1989) comme décrit dans la fiche techniques n° 03. 

L‘interaction négative  ou la symbiose entre souches est révélée par l‘absence des zones 

d‘inhibition par contre l‘antagonisme se traduit par la présence de ces dernières après une 

incubation à 37°C pendant 24h. Les souches ayant une symbiose entre elles ont été choisies 

pour la reconstitution de nos ferments mésophiles mixtes. 

Dans notre travail, douze ferments mixtes sont préparés composés  de souches de 

bactéries lactiques déjà identifiées est sélectionnées sur la base des résultats de leur propriétés 

technologiques. 

* FM 1 ; Lb.plantarum (LbJ1) avec En.faecium (EnJ65R). 

* FM2 ; Lb.plantarum (LbJ1) avec En.faecium (EnJ70R). 

* FM3 ; Lb.plantarum (LbD29) avec En.faecium (EnJ65R). 

* FM4 ; Lb.plantarum (LbD29) avec En.faecium (EnJ70R). 

* FM5 ; En.faecium (EnJ70R) avec En.faecium (EnJ65R). 

* FM6 ; Lb.plantarum (LbJ14) avec P.pentasaceus (PeJ138). 

* FM7 ; En.faecium (EnJ65R) avec P.pentasaceus (PeJ138). 

* FM8 ; Lb.paracasei (LbJ7) avec Lc.lactis (LcJ45). 

* FM9 ; Lb.paracasei (LbJ7) avec En.faecium (EnJ70R). 

* FM10 ; Lb.plantarum (LbJ14) avec En.faecium (EnJ70R). 

* FM11 ; Lc.lactis (LcJ45) avec En.faecium (EnJ65R). 

* FM12 ; Lb.plantarum (LbJ1) avec P.pentasaceus (PeJ138). 
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1.2.Activités biotechnologiques des ferments mixtes (FM) 

Les FM choisis après sélection ont été soumis aux tests; de l‘activité acidifiante et de 

mesure de pH dans un intervalle de 4h, 16h, 36h, 48h et 72h, des activités protéolytique, 

Lipolytique et aromatisant selon les mêmes protocoles décrits dans la fiche techniques n° 02.  

 Seule l‘activité texturant a été réalisée par une méthode différente décrite par  Hadef 

(2012). Ce test a été réalisé dans du "lait écrémé" reconstitué à 12%  avec du saccharose à 

12%, l‘ensemencement a été effectué dans des tubes à essai contenant 10 ml de milieu inoculé 

avec 2ml de suspension jeune des FM. Un résultat positif se traduit par la formation d‘un gel 

mucilagineux après une incubation de 24h à 30C°. 

2. Essais de fabrication de fromages frais de type "Jben" 

Réalisé au laboratoire de recherche,  les fromages frais ont été préparés selon le protocole 

décrit par Hadef (2012). Le but était d‘essayer de fabriquer des fromages type Jben en 

utilisant des levains FM acidifiants choisis parmi les isolats lactiques préalablement isolés et 

caractérisés. 

Les étapes suivies étaient les suivantes: 

* Les FM adoptés à la fromagerie ont été régénérés à partir d‘un mélange de deux BL 

avec un volume de 1/1. Ils ont été inoculés dans le lait écrémé stérile reconstitué à 

10% puis incubé 16h à 30C° jusqu‘à atteindre une population bactérienne d‘environ 

10
8
 UFC/ml.  

* Six litres de lait cru de vache ont été enrichis en poudre de lait écrémé à raison de 10 

%. Après un traitement thermique de 5 minutes à 90 °C. 

* Après avoir ramené le lait pasteurisé à la température de 30°C,  le volume de lait a été 

réparti en deux récipients stériles chacun contenant 3 litres de lait. 

*  Un inoculum de 3,5% du FM a été additionné à chacun des deux récipients.  

*  Après environ 4 heures d‘incubation à 37°C et la formation du caillé, les fromages 

frais préparés ont été transformés dans des sacs de mousseline stérile pour subir 

l‘égouttage. 

* Les morceaux secs des fromages frais préparés ont été récupérés lorsque l‘étape de 

l‘égouttage est terminée, ils sont ensuite emballés avec du papier alimentaire, 

étiqueté et conservé à 4°C jusqu‘au moment d‘usage. 

* La qualité des fromages préparés a été évaluée par des contrôles physico-chimiques, 

microbiologiques et des analyses sensorielles après 0,7, 14 et 21 jours de conservation 

à 4°C.  



Matériel et Méthodes 
 

39 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lait de vache cru 

Ecrémage 

Ensemencent des FM à 3.5% 

Pasteurisation 5 mn pendant 90C° 

Formation du caillé  

Incubation 4h à37C° 

Brassage à 30C°  

Egouttage  

Moulage 

Fromage frais 

Figure n°05 : Diagramme de fabrication d‘un fromage frais 
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3. Contrôle physico-chimique des fromages frais préparés  

3.1.  Teneur en azote total 

Dans le domaine alimentaire, la méthode de référence "Kjeldahl" était adoptée pour doser 

la matière azotée, selon AOAC (2000). Cette méthode est basée sur la conversion de l‘azote 

organique en azote minérale sous forme ammoniacale (NH4)2SO4 par l'action oxydative de 

l'acide sulfurique bouillant sur la matière organique en présence d'un catalyseur de 

minéralisation (Na2SO4 17g/100g ; CuSO4 5 H2O 1.5g/100g). La minéralisation des 

échantillons (1g de fromage) se fait dans une cuve pendant 3h à 420C°. Le produit principal  

de la minéralisation est le sulfate d'ammonium (NH4)2SO4 obtenu par l'ajout de l'acide 

sulfurique (H2SO4). Par la suite, une base forte (NaOH) est ajoutée selon la réaction suivante: 

 

            

 

Au cours de la distillation l'hydroxyde d'ammonium formé (NH4OH) est entraîné par la 

vapeur d'eau et récupéré dans un vase de titrage contenant une solution d'acide borique en 

excès. Le borate d'ammonium formé ((NH4)3BO3) fait augmenter le pH de la solution. Ainsi 

l'ammoniaque piégée par l'acide borique contenu dans l'Erlenmeyer est titrée par l'acide 

sulfurique jusqu'au virage de l‘indicateur coloré, le rouge de méthyle (couleur rose rouge). Le 

volume d'acide sulfurique ajouté correspond à l'ammonium contenu dans l'échantillon du 

départ 

Les résultats finaux ont été exprimés en pourcentage d'azote total (% NT) :  

* NT = (V1¯ V0) x 0.14 x 10/ P 

* Taux protéines (g/100g fromage) = 6.38 x NT 

V1 : volume d'H2SO4 nécessaire au titrage de l'échantillon en ml ; 

V0 : volume d'H2SO4 nécessaire au titrage du blanc en ml ; 

P : masse de l'échantillon du fromage en g ; 6.38 : facteur protéique. 

3.2. Détermination de la matière grasse   

Conformément aux normes JORA arrêté  n° 67 du 12 novembre 2014. La détection de la 

matière grasse (MG) a été réalisé par la méthode dite Van Gulik ou Gerber. La matière grasse 

possède une densité inférieure à celle des autres composants est séparée par centrifugation en 

utilisant un butyromètre. Les protéines sont dissoutes par l‘acide sulfurique, puis ensuite 

séparation de la matière grasse par centrifugation. 3g de fromage ont été pesés et introduits 

dans la panse du butyromètre, le bouchon a été fixé au col, puis 10 ml d‘acide sulfurique, 1 ml 

d‘alcool isoamylique et 8 ml d‘eau distillée ont été ajoutés. Le butyromètre a été bouché afin 

(NH4)2SO4 + 2 NaOH Na2SO4 + 2 H2O 
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de pouvoir agiter énergiquement et retourner plusieurs fois le butyromètre pendant une 

trentaine de secondes afin de mélanger les phases. Puis une centrifugation a été réalisée 

pendant cinq minutes à 1000 tours/minute. La lecture du pourcentage de matière grasse a été 

faite directement grâce aux graduations présentes sur le butyromètre.  

Les résultats finaux ont été exprimés en pourcentage de MG selon la formule: 

MG. % = lecture × 11/ prise d'essai 

3.3Détermination de la matière minérale  

La teneur en matière minérale" MM" est réalisée dans des creusets propres séchés et tarés  

où 10g fromage est placé puis incinéré dans un four à moufle sous une température de 500°C 

(AOAO, 2000). La teneur en matière minérale est calculée suivant l‘équation ; MM (%) = 

X/Y × 100. 

MM : matière minérale ; 

X : poids de l'échantillon en gramme après étuvage ; 

Y : poids de l'échantillon en gramme avant étuvage. 

3.4. Détermination de la matière sèche  

La détermination de la matière sèche"MS" a été réalisée selon le meme protocole utilisé 

pour  la mesure de la MM, la déférence réside dans la température d‘incinération dans le four 

Pasteur qui a été fixé à 120°C (AOAO, 2000). La MS est déterminée par des pesées répétées 

jusqu'à avoir un poids constant. Le résultat est exprimé de la manière suivante  

MS (%) = X/Y × 100. 

3.5. pH et acidité titrable  

Dans une fiole conique, 90 ml d‘eau distillée ont été ajoutés à 10 g de fromage, le mélange 

a été bien agité puis laissé au repos pendant 20min. Le pH a été déterminé en utilisant un pH-

mètre. Pour la détermination de l‘acidité 10ml du produit était prélevé, ajouter de 0.1ml de 

phénolphtaléine puis titrer avec du NaOH N/9 jusqu‘à apparition d‘une couleur rose pâle 

persistante (Lim, 2017).  

Pour le lait cru, la détermination de l'acidité titrable a été effectuée selon AN : 678 (1989). 

Les expériences ont été menées dans des conditions constantes. 

4.  Contrôle microbiologique des fromages frais préparés  

Conformément aux normes Algériennes surtout les articles cités dans les JORA n°39 du 

2 juillet 2017, n°42 du 15 juin 2005, n°70 du 07 novembre 2004, n° 03 du 18 janvier 2006, 

n°68 du 23 novembre 2014 et n° 43 du 04 juillet 2004. Les analyses microbiologiques des 

fromages frais préparés  et de lait ont été réalisées selon les protocoles  expliqués ci-dessous: 
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4.1.Préparation des échantillons 

La solution mère est préparée avec 10 g de fromage et 90 mL d‘eau 

physiologique stérile, on obtient alors la dilution 10
-1

, à partir de cette dernière on prépare un 

série de dilution allant jusqu‘à la dilution 10
-6
. Pour l‘analyse microbiologique du lait cru, la 

solution mère est préparée de la même façon sauf qu‘on ajoute à 90 mL d‘eau physiologique 

stérile avec 10 mL de lait cru. 

4.2.Dénombrement des Coliformes (E. coli) 

Le milieu utilisé est le VRBL (gélose biliée lactosée au rouge neutre et violet 

cristal). Sur ce milieu, les coliformes fermentent le lactose en donnant des colonies 

d‘un diamètre de 0,5 à 1 mm. Les dilutions utilisées sont 10
-1

, 10
-2

, 10
-3

 et 10
-4

. Après avoir 

mis 1 ml d‘échantillon dans les boîtes, on ajoute 10 à 15 ml de VRBL (ensemencement dans 

la masse) suivi d‘une incubation à 37°C pendant 24h. Le dénombrement est ensuite réalisé par 

la méthode du NPP selon la table de Mac Crady.  

4.3.Dénombrement de Staphylocoque à coagulase positive 

50g de fromage/ 50 ml du lait cru sont prélevés, en prenant toutes les mesures possibles de 

l'aseptie, et placés dans des flacons stériles numérotés. Au laboratoire, on a réalisé de façon 

stérile le broyage de 20 g de fromage dans 80 ml d'eau distillée stérile à l'aide d'un mixeur ou 

simplement le mélange de 20 ml du lait avec la même quantité d‘eau. A partir de la fine 

suspension obtenue on a réalisé des dilutions allant de 10
-2

 à 10
-7

. Pour la recherche et le 

dénombrement des staphylocoques, on a utilisé un milieu Baird-Parker BBL modifié. En 

effet, afin d'obtenir une coloration noire plus intense et plus brillante des colonies de 

staphylocoques, la concentration du milieu en Tellurite de Potassium a été doublée. 

L'ensemencement du milieu coulé en boîte de Pétri est effectué de deux manières 

différentes pour chaque échantillon: d'une part, étalement de 0,1 ml des solutions diluées, 

d'autre part, ensemencement « de contrôle » à I'ôse bouclée à partir de la « solution mère» du 

mixer. La lecture des boîtes n'est faite qu'après 24 h et 48 h d'incubation à 37° C. 

Les colonies suspectes sont repiquées sur milieu liquide Heart infusion Broth (Dif-Co) en 

tubes à essai. Ces tubes ont ensuite été placés à l'étuve à 37° C pendant 24 h. Le caractère 

coagulase-positive est ensuite mis en évidence en mélangeant 0,5 ml de plasma coagulase 

Rabbit (BBL) et 0,05 ml de culture dans des tubes étroits placés dans un bain-marie à 37° C. 
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Les résultats sont lus tous les 1/4 h pendant 4 h et un dernier examen des tubes est effectué 

après 24 h pour dépister les réactions tardives. 

4.4. Recherche des Salmonella sp. 

La méthode utilisée pour la recherche des Salmonelles est décrite dans l‘Arrêté du 23  

janvier 2005 publié dans le JORA n° 42 du 15 juin 2005 

* Pré-enrichissement : 1ml de la suspension mère à analyser est introduit dans un 

tube contenant 10 ml d‘eau péptonée tamponnée préalablement stérilisé. La  

préparation est homogénéisée puis incubée à 37°C pendant 24 heures. 

* Enrichissement : L‘enrichissement proprement dit, se fait à partir du milieu 

de pré-enrichissement en inoculant 1ml dans des flacons de bouillon au sélénite 

cystéine (l‘incubation se fait à 37°C pendant 24 heures).  

* Isolement : Chaque flacon fera l‘objet d‘un isolement sur milieu gélose SS, on 

étale 0.1ml de bouillon SFB à la surface de la gélose SS, puis incubée à 37°C  

pendant 24 heures. 

* Lecture des boites et identification : Après incubation, repérer les colonies 

transparents avec ou sans centre noir, et faire la coloration de Gram, s‘il s‘agit de 

bacilles Gram -, on procède à une identification par API20E. 

4.5. Recherche de Listeria monocytogenes 

Cette recherche comporte les étapes suivantes ; 

* Deux enrichissement successifs à partir du prélèvement de 25g/ 25 ml d'aliment: d'abord en 

bouillon de Fraser un-demi incubé 24h à 30°C puis en bouillon de Fraser incubé 48h à 37°C. 

*  Isolements sur milieux sélectifs (le milieu Palcam) puis incubation 24 à 48h à 37°C. 

* Après les périodes appropriées d‘incubation, un test de confirmation a été réalisé ; 

d‘un côté par un repiquage su milieu Palcam avec la culture issue de second 

enrichissement, et d‘autre par le repiquage de 3-5 colonies de premier ensemencement 

sur   milieu TSYEA en vue d‘une purification. 

* Les tests phénotypiques portant essentiellement sur la morphologie, la coloration de 

Gram, le test de la catalase et  les tests  biochimiques, vont permettre une 

identification des isolats suspects au niveau du genre et au niveau de l‘espèce. 

5. Evaluation  sensorielle des fromages frais préparés 

L‘évaluation consiste à comparer les 04 fromages : 
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* un fromage frais fabriqué avec le ferment mixte FM4 dénommé (FC1) 

* un fromage frais fabriqué avec le ferment mixte FM5 dénommé (FC2) 

* un fromage frais fabriqué avec le ferment mixte FM4 + l‘huile essentielle de 

Cinnamon cassia (HECC) dénommé (FC1 + HECC) 

* un fromage frais fabriqué avec le ferment mixte FM5 + l‘huile essentielle de 

Cinnamon cassia (HECC) (FC2 + HECC) 

L‘analyse sensorielle des échantillons de Jben préparés par nos ferments mixtes a été 

réalisée par un panel de vingt-cinq dégustateurs. Les dégustateurs ont été invités à évaluer 

l'odeur, la saveur et la texture des échantillons et à attribuer une note d'acceptabilité de 

l'échantillon allant de 1 à 10. Lorsqu‘ils passent d‘un échantillon à un autre, ils doivent se 

rincer la bouche avec de l‘eau afin d‘effacer le goût de l‘échantillon précédent. (Zolfaghari et 

Ansar, 2020). 

6. Effets de l’addition de l’huile essentielle de Cinnamon cassia sur les fromages frais 

préparés 

6.1. Extraction de l’huile essentielle (HE) 

L'extraction de l'HE de cannelle a été réalisée par hydro-distillation à l‘aide d‘un dispositif 

de type Clevenger. Après broyage des écorces de cannelle, 100 g d'écorce de Cinnamon 

cassia sont placés dans un ballon d‘un litre  et environ 300 à 400 ml d‘eau distillée sont 

ajoutés. Le mélange est porté à ébullition à l´aide d´un chauffe ballon électrique pendant 

environ 3 heures avec un débit de d‘écoulement du distillat régulier d‘environ 3ml/min. Les 

vapeurs d‘eau chargées d´huile essentielles en traversant une surface froide (tube réfrigérant 

ou condensateur) se condensent puis s‘écoulent à l‘état liquide dans un récipient de 

récupération. L´opération est poursuivi jusqu‘à ce que le distillat devienne parfaitement 

limpide.  

Après décantation, l'huile essentielle est récupérer par aspiration  l'aide d'une pipette-

pasteur. La phase organique séchée par le K2CO3 anhydre a été  filtrée, concentrée sous faible 

pression. L‘huile essentielle ainsi obtenue est conservée à 4°C dans un flacon étanche et à 

l‘abri de la lumière jusqu'à son utilisation (Senhaji et al., 2006 ; Akbli et al., 2016). 

6.2.  Identification des composées de l’HE par la Chromatographie gazeuse couplée la 

spectrométrie de masse (CG/MS) 

La composition chimique de l'HE de cannelle cassia a été déterminée par un 

chromatographe en phase gazeuse de type Agilent 6890 couplée à un spectre de masse 

Agilent 5973N (CG-MS). Les conditions chromatographiques sont les suivantes : une colonne 
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capillaire HP-5MS (5 % -phényl- 95 % diméthylpolysiloxane, 30 m × 0,25 mm × 0,25 µm), le 

gaz vecteur est l'hélium (0,5 ml/mn), La température du four à colonne évoluait  

progressivement à 2C°/minute de 60 à 250°C où les températures de l'injecteur et du détecteur 

ont été maintenues respectivement à 250 et 270°C. Le volume d‘échantillon d‘huile 

essentielle injecté par le mode split est de 0.2 µl à un rapport de division de de  50:1 et le 

détecteur sélectif de masse fonctionne en mode ionisation électronique (70 eV) un balayage 

sur une gamme de masse allant de 40 à 500 unités avec une vitesse de 0.5 sec et un filament 

de 300 µA. Les spectres de masse obtenus ont été comparés à une base de donnée de spectres 

de masse de référence (Costa et al., 2014 ; Khajehie et al., 2017). 

6.3.Incorporation de l’HE de Cinnamon cassia dans les fromages frais préparés 

La quantité d'HE ajoutée a été déterminée en fonction de la concentration minimale 

bactéricide (CMB) contre les BL. 

Pour évaluer l'activité antibactérienne de l'HE de Cinnamon cassia contre les BL qui 

constituent les ferments mixtes, la méthode de diffusion en puits sur gélose MH a été utilisée 

(Schillinger et Lücke, 1989) comme décrit dans la fiche technique n°3. 

6.3.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de l’HECC 

    La CMI de l‘HECC a été déterminée selon le protocole décrit par Hessas et Simoud, 

(2018). Une série de dilution de l‘HE de thym dans le milieu gélosé MH est réalisée en 

commençant par une dilution à 2% jusqu‘à la dilution de 0.03%. Elles sont préparées comme 

suit : 

* Incorporer 1 ml de l‘HECC dans 49 ml d‘un milieu gélosé MH liquéfié. Agiter afin 

d‘homogénéiser le mélange. Ainsi, une dilution (D0) à 2% volumes à volumes (v/v) a 

alors été obtenue. 

* Ajouter 25 ml du milieu gélosé liquéfié MH au 25 ml  de D0 à 2% afin d‘obtenir une 

dilution (D1) à 1%.  

* Prélever 25 ml de D1 à laquelle on  ajoute 25 ml du milieu gélosé liquéfié MH, ainsi 

on obtient une dilution (D2) à 0,5%. 

* Poursuivre les mêmes étapes afin de réaliser les dilutions : D3 à 0,25%, D4 à 0,125%, 

D5 à 0.03% et D6 à 0.06%. 
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* Après solidification des milieux, les différentes suspensions microbiennes ont été 

étalées à l‘aide d‘un écouvillon sur le MH et les  boites de pétri ont été incubées à 

37°C pendant 24 heures. 

* La CMI correspond à la plus petite concentration en huile essentielle  inhibant toute 

croissance bactérienne visible à l‘œil nue. 

6.3.2. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) de l’HECC 

La CMB est la concentration de la substance antibactérienne exerçant un effet 

bactéricide et permettant d‘obtenir, après 18 à 24 h d‘incubation à 37 °C, 0 ,1 % de germes, 

c‘est-à-dire une bactérie pour 1000 de l‘inoculum initial. 

Pour la détermination de la CMB, la surface de chaque zone d‘inhibition obtenue avec les 

différentes dilutions de 2% à 0.06% (Test de CMI) est raclée à l‘aide d‘une pipette 

Pasteur. Ensuite des tubes de bouillon nutritif sont ensemencés par les morceaux de gélose 

raclés. Les tubes sont incubés à 37°C pendant 24h. L‘absence de croissance dans les tubes 

inoculés, indiquant un effet bactéricide et le tube contenant aucune croissance (pas de trouble) 

est déclarée comme contenant la CMB, égale à la concentration où on a raclé au départ 

(Salama et Marraiki, 2010). 

6.4.Contrôle des fromages préparés traités par l’HE de Cinnamon cassia 

L‘effet de l'incorporation d‘HE aux fromages frais a été étudié par le contrôle 

physicochimique, microbiologique et sensoriel des échantillons en applicant les tests 

similaires effectués pour les fromages sans HE. 

Selon les instructions décrites dans la fiche technique n°1 le dénombrement des BL  a été 

aussi effectué. 

Les tests retenus ont été réalisés après 7, 14 et 21 jours de conservation à froid des 

échantillons.  

7. Etude Statistique   

Les logiciels GraphPad Prism9 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA) et 

XLSTAT 2021.5.1.1225 sont utilisés pour l‘analyse des données expérimentales de notre 

étude. Le test de Tukey et l‘analyse de la variance (ANOVA) sont également utilisés, 

l'intervalle de confiance à 95 % a été retenu. 
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I. Isolement et caractérisation des BL 

Le présent travail a été réalisé dans le but d'établir une collection de BL propre à notre 

laboratoire de recherche. Les souches lactiques isolées, purifiées et identifiées à partir d‘une 

gamme de produits laitiers fermentés artisanalement sur la base de leurs caractéristiques 

biotechnologiques et probiotiques.  

A partir de 87 échantillons de produits laitiers artisanaux, 175 souches lactiques ont été 

isolées et purifiées. 

Les colonies obtenues sur les deux milieux de culture MRS et M17 partagent presque des 

caractéristiques communes;  sur le plan macroscopique : ces colonies  ont un périphérique 

régulier, majoritairement blanchâtres et occasionnellement jaunâtres, de petite ou moyenne 

taille.  Cependant ces colonies se diffèrent  microscopiquement : sur la gélose MRS les isolats 

ont une forme de bâtonnet ou bâtonnet plus au moins allongé généralement isolés où  on 

trouve  rarement des colonies assemblées en quatre. Toutefois, sur la gélose M17 sont  plutôt 

marqués par leur forme cocci avec un groupement en diplocoque en chaînettes ou isolées. 

Tous les isolats des BL se sont montrés catalases négatives. 

Sur la base des tests préliminaires d‘identification (Tableau n°03), les 175 isolats sont 

préventivement attribués aux genres : Lactococcus avec 99 isolats (56.58%), Lactobacillus 45 

isolats (25.58%), Enterococcus 20 isolats (11,62%) et Pediococcus 11 isolats (6.20%), 

(Figure n° 06). 

 

 

Lactococcus; 

56,58% 
Lactobacillus; 

25,58% 

Enterococcus; 
11,62% 

Pediococcus; 

6,20% 

Figure n°06 : La répartition des BL isolées en fonction du genre  
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Tableau n°03: Profil phénotypique des souches isolées. 

Caractéristiques Lactobacillus Enterococcus Lactococcus Pediococcus 

Morphologie bacilles coques coques coques 

Formation des tétrades - - - + 

Test de catalase - - - - 

Gaz à partir de glucose  - - - 

Croissance  à 10°C  + +  

Croissance à 45°C  + -  

Croissance  6.5% NaCl  + -  

Croissance à pH 4.4  +  + 

Croissance à pH 9.6 -  - - 

Nombre d’isolats 45 20 99 11 

 

L‘analyse des résultats obtenus nous a permis de constater que la répartition des genres 

bactériens varie selon la nature de l‘échantillon (Tableau n°04). 

Tableau n° 04 : La répartition des souches lactique selon le genre et selon leur origine. 

Genres Produits laitiers  

 Jben Klila Bouhezza Zebda Dhan 

Lactococcus 56 15 10 9 9 

Lactobacilus 17 18 3 2 5 

Enterococcus 2 10 5 0 3 

Pediococcus 9 2 0 0 0 

 

La microflore lactique isolée était majoritairement issue du "Jben",  avec une dominance 

du genre Lactococcus (56 souches) suivi de Lactobacillus (17 souches). La préparation 

traditionnelle de fromages non affinés de type "Jben" à base de lait cru peut avoir un impact 

sur sa composition chimique et biologique. Du fait qu'aucune bactérie starter n'est ajoutée à la 

préparation, la microflore du "Jben" est à l'origine de la matière primaire, comme c'est le cas 

des BL (non starter) qui sont responsables de la production de l'arôme du fromage (Bluma et 

Ciprovica 2015 ; Muruzovi  et al., 2018). Guetouache et al., (2015) ont pu isoler et 

caractériser des BL à partir de cinq fromages Algériens de type  "Jben". Ils ont également 

constaté que les genres Lactococcus et Lactobacillus étaient les plus répandus et que parmi les 

vingt-neuf isolats Gram-positif et catalase-négatif qu‘ils ont pu identifier, un large éventail 

d'espèces comprenant Lc. lactis, Lc. raffinolactis, Lc . cremoris, Lb. plantarium, Lb. 

rhamnosus et Lb. fermentum a été signalé. Dans une étude récente, Muruzovi  et al., (2018), 

ont constaté que la flore lactique est dominante  dans les fromages traditionnels serbes 

fabriqué localement à partir du lait cru non pasteurisé appartenaient aux espèces des genres 

Lactococcus, Lactobacillus et Enterococcus.  
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La flore microbienne du Klila est caractérisée par une distribution presque égale de 

Lactococcus, Lactobacillus et Enterococus. Ce fromage traditionnel, consommé frais ou 

séché, est fabriqué à partir de lait fermenté "Le Lben", traditionnellement obtenue en 

acidifiant naturellement du lait cru de vache, de brebis ou de chèvre sous l'action de la 

fermentation de flores lactiques. D'après ces études, la microflore de ce fromage se distingue 

par une collection de BL mésophiles responsables de la fermentation lactique et du 

développement de l'arôme dans la matière primaire" Lben" (Mennane et al., 2007 ; Samet et 

al., 2010 ; Meribai et al., 2017). La dominance d‘un groupe sur un autre varie selon le type 

de lait utilisé dans la préparation. Guetouache et Guessas (2015) ont isolé  à partir des 

échantillons de Klila de la région de Djelfa 132 souches lactiques appartenant au genre 

Lactobacillus avec une dominance de l‘espèce Lb. fermentum. Ils ont constaté que cette 

variabilité,  dépend du type de lait utilisé, du prétraitement, des conditions de fermentation et 

du traitement final.  

Dans une autre étude menée par Benamara et al., (2016), une prépondérance de 

Lactobacillus et Enterococcus a été observée dans trois échantillons de Klila à base de lait de 

brebis, chèvre et vache collecté dans les zones rurales de Naama. Ils ont également démontré 

que les souches appartenant au genre  lactobacilles étaient abondantes dans le Klila fabriqué à 

partir de lait de vache, dont 65 % appartenait à l'espèce Lb. plantarum,  ceux qui 

appartiennent au genre d'Enterococcus était dominantes dans les Klila fabriqués à base de lait 

de brebis, avec une prédominance de l'espèce En. durans, suggérant que cette population 

microbienne jouait un rôle prépondérant dans l'étape d'acidification. En outre, nos  résultats 

sont étayés par la recherche de Boubekri et Ohta (1996) qui ont révélé que le type de 

fromage produit dépend de la composition du lait, qui à son tour varie d'un animal à l'autre et 

d'une espèce à l'autre, ces mêmes auteurs ont aussi constaté que la zone géographique de 

provenance  du lait peut jouer un rôle important dans la distribution des différents genres. 

Dans le fromage traditionnel Bouhezza et d‘après Medjoudj et al., (2020), la microflore 

de dix échantillons de Bouhezza produits dans les régions de Tébessa, Oum el-Bouaghi et 

Constantine est dominée par les espèces appartenant aux genres Lactoccocus et Lactobacillus. 

Dans le même contexte, les travaux de Demirci et al., (2021) ont révélé que les genres 

bactériens Enterococcus, Lactococcus et Lactobacillus sont abondants dans les échantillons 

de fromages affinés traditionnels Turque " Tulum ", ces mêmes auteurs ont démontré que la 

période de maturation du fromage joue un rôle déterminant dans la distribution des genres de 

bactéries lactiques dans le fromage. Tandis que, l'étude de Yerlikaya et Akbulut (2019) sur 
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le même fromage turque "Tulum" affiné de la région d'Izmir a révélé une dominance du genre 

Lactococcus suivie de Lactobacillus puis d'Enterococcus.  

Le beurre traditionnel est un produit culinaire dont la fermentation peut durer de quelques 

mois à plusieurs années (Boussekine et al., 2020). L‘analyse de la flore lactique de nos 13 

échantillons de beurre traditionnel (Zebda et Dhan) a démontré la dominance des  genres 

Lactococcus, Lactobacillus et Enterococcus (Tableau n°04). Conformément  à nos résultats, 

un récent travail de Guetouche et Bettache (2018) sur cinq échantillons de beurre 

traditionnel de la région de Djelfa a montré une diversité de la flore lactique marquée par une 

distribution variée avec une dominance des espèces Lb. plantarum Lb. fermentum Lc. lactis et 

En. faecalis. Bettache et al., (2012) attribuent cette diversité à l‘étape d'acidification qui 

contribue à la sélection de la flore acidifiante. Cependant  Idoui et al., (2009) ont montré  que 

la flore lactique isolée à partir des échantillons de Dhan de la région de Jijel est dominée par 

le genre  Lactococcus particuliérment  l'espèce Lc. lactis sp. Dans  le même fil d‘idée, Yu et 

al., (2018) ont rapporté que la fréquence élevée d‘isolement des souches appartenant au genre 

de Lactococcus (77,73 %) dans trois échantillons de beurre russe traditionnel est due à la 

capacité des membres de ce genre à mieux s'adapter aux milieux riches en matière grasse. 

Cette étude a également confirmé l'influence directe de l'exposition des produits laitiers 

traditionnels aux environnements divers externes tout au long du processus de fabrication sur 

la composition microbiotique des produits finaux en particulier la période d‘affinage dans le 

cas des beurres traditionnels. 

Les isolats appartenant au genre Pediococcus sont faiblement présents dans les 

échantillons  de Jben et  de Klila et absents dans le reste des échantillons. Adjoudj et al., 

(2020), ont rapporté que les bactéries lactiques sont les principaux responsables des 

caractéristiques organoleptiques du lait fermenté, le genre Pediococcus est peu présent dans 

ces produits. Selon Singla et al., (2018), la faible prévalence de Pediococcus dans les produits 

laitiers est due à la croissance lente de la bactérie dans le lait. P.pentosaceus et P. acidilactici 

sont les deux seules espèces de Pediococcus qui peuvent être isolées de ces aliments. Ceci est 

confirmé par Mechai et al., (2014), qui ont trouvés que P. acidilactici est l‘espèce abondante 

dans des produits traditionnels " Raib, Klila, Lben et Jben". 
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II. Caractérisation biotechnologique des BL isolées 

La biochimie des produits fermentés est compliquée, y compris une multitude de réactions 

enzymatiques. Elle conduit au développement de divers métabolites structuraux, tels que 

l'acide lactique, le diacétyle, et l‘acétaldéhyde,  mais aussi de fonctions de nature protéique, 

telles que les enzymes lipolytiques et protéolytiques (Chen et al., 2017). 

Une série de tests a été utilisée pour évaluer la présence de ces caractéristiques chez notre 

collection de 175 bactéries  aux genres Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus et 

Pediococcus. 

1. Activité acidifiante 

L'activité acidifiante est l'une des fonctions les plus importantes des BL, et celles qui en 

sont dotées peuvent être utilisées comme culture starter. D‘après Chuah, et Mao (2020), les 

BL productrices d'acide lactique sont largement utilisées à l‘échelle mondiale dans la 

préparation des aliments fermentés. Les résultats de l‘activité acidifiante des souches testées 

sont respectivement représentés sur les Figures n° 07, 08 et 09. 

L‘analyse des résultats obtenus a monté que toutes les souches testées sont dotées d‘un 

pouvoir acidifiant plus au moins remarquable, cependant, 21 d'entre elles ont une activité 

assez intéressante. Selon Wassie et  Wassie (2016) les BL qui produisent de l'acide lactique 

principalement par le processus de fermentation, sont connues par leur rôle dans la 

conservation des aliments. En termes de temps, la variabilité de la production d'acide lactique 

était non significative (p>0,05) entre les différentes isolats qui composent les quatre genres. 

Contrairement aux isolats membres du Lactobacillus et Pediococcus la ΔD° la plus homogène 

qui a augmenté avec le temps était celle observée chez les isolats appartenant au genre de 

Lactococcus, où la production d‘acide lactique  augmente de manière progressive après 2H à 

4H et de 6H à 8H jusqu'à atteindre les valeurs les plus élevées après 48 heures d'incubation. 

Ceux appartenant au genre d’Enterococcus atteignent les valeurs maximales de production 

après 24 à 48 heures d‘incubation. Ces résultats sont comparables à ceux obtenus par 

Garmasheva (2016), qui a démontré que la majorité des isolats de Lactococcus ont une forte 

activité coagulante liée à la formation de caille avec une ΔD° similaire (P > 0,05). La même 

étude a révélé que la majorité des isolats d'Enterococcus produisent presque la même quantité 

d'acide lactique après 12, 24 et 48 heures d'incubation. En revanche, Kalbaza et al., (2018) 
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ont rapprêtés que de façon générale, les espèces de Lactobacillus fermentent le lactose 

lentement en produisant une quantité moins que celle produite par les espèces de Lactococcus.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°07 : Le pouvoir acidifiant des BL isolées en fonction de temps (H), A : Par les 

membres du genre Lactobacillus, B : Par les membres du genre Pediococcus, C : Par les 

membres du genre Enterococcus et D : Par les membres du genre Lactococcus 

L‘acidité titrable atteint des valeurs importantes par les isolats appartenant aux genres 

d‘Enterococcus et Lactocococcus (Figure n° 07) dans l‘intervalle de 4-24 heures et par les 

isolats appartenant aux genres de Lactobacillus et Pediococcus après 48 heures d‘incubation. 

Le temps de coagulation du lait était également lié au produit à partir duquel les souches ont 

été isolées (Garmasheva, 2016), L'étude de Zarour et al., (2018) a illustré l'impact de 
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l'environnement local sur les différences dans les profils d'acidité et les effets de coagulation 

observées dans les isolats lactiques d‘origine laitiers et non laitières. 

Concernant le pouvoir acidifiant des 21 souches lactiques sélectionnées (Figure n° 8), 

nous avons constaté qu‘après 2H d‘incubation, la quantité de l‘acide lactique produite par les 

souches appartenant aux genres  Lactobacillus, Enterococcus et Lactococcus se situe 

respectivement entre 2,1-5 g/l, 2-5g/l et 3,1-4,7 g/l. ces valeurs augmentent progrissivement  

jusqu‘à atteindre respectivement 15,6g/l, 13,5g/l et 15,5g/l  après 48H. Ces résultats sont 

supérieurs à ceux obtenus par Getouche et al., (2015) et Ketrouci et al., (2021), qui ont 

démontré que les souches lactiques isolées  de produits laitiers produisent des quantités 

d‘acide lactique estimées entre  8,7g/l et 8,6g/l après 48H d‘incubation.  

Pour la souche de Pediococcus sélectionnée " PeJ138", la production d'acide lactique 

commence par une quantité de 3g/l. Elle atteint une valeur maximale  de 10,8 g/l après 24 

heures puis elle diminue progressivement après 48 heures pour atteindre 10.0 g/l. Cette 

production s'accompagne d'une diminution du pH avec une ΔpH de 0,49 seulement dans les 2 

premières heures d‘incubation, l‘abaissement du pH se poursuit jusqu'à atteindre  une valeur 

plus basse au bout de 48 heures d‘incubation (4,39).Les souches Pediococcus sp. testées ont 

montré une intrigante cinétique d'acidification, avec une diminution du pH de 4,5 à 3,6 créant 

un environnement protégé qui inhibe la croissance de micro-organismes indésirables ou 

pathogènes dans l‘étude de (Adesulu-Dahunsi et al., 2021). 
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Figure n°08 : Cinétique de production d‘acide lactique : A : souches du genre 

Lactobacillus (LbK126, LbZ124, LbK101, LbD108, LbJ1, LbD29, LbJ14, LbJ7, LbB123, 

LbZ124) et  Pediococcus (PeJ138). B : souches du genre Enterococcus (EnJ65, EnJ70, 

EnB100, EnK104, EnK105, EnK107, EnD119)  et Lactococcus (LcJ26, LcJ45 et LcD135). 
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Figure n°09 : Variation de pH de milieu en fonction de temps (H), A : souches du genre 

Lactobacillus (LbK126, LbZ124, LbK101, LbD108, LbJ1, LbD29, LbJ14, LbJ7, LbB123, 

LbZ124) et  Pediococcus (PeJ138). B : souches genre Enterococcus (EnJ65, EnJ70, EnB100, 

EnK104, EnK105, EnK107, EnD119)  et Lactococcus (LcJ26, LcJ45 et LcD135). 

Selon Beresford et al., (2001), une culture starter est définie comme un isolat qui 

synthétise suffisamment d'acide pour réduire le pH du milieu à une valeur < à 5,3 en 6 heures 

à 30-37°C. Cette définition est valable pour les isolats lactiques, LbK101, LbJ14, LbB123, 

LbZ124, PeJ138, EnJ65,  EnJ70, EnK105 et LcD135 qui ont montré des valeurs pH inférieur 
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à 5.3. La diminution rapide de pH est un facteur crucial pour la formation des cailles dans les 

produits alimentaires (Ribeiro et al., 2014). Contrairement à ce qui a été reporté par Ziadi et 

al., (2016), les souches du genre d'Enterococcus avaient démontré un pouvoir 'acidifiant 

remarquable, et le pH du lait ensemencé avec les souches EnJ65, EnJ70 et EnK105 est réduit  

au bout de  6H d‘incubation pour atteindre des valeurs  en dessous de 5,23, 5,29 et 5,29 

respectivement. Certaines études ont montré les espèces du groupe Lactococcus peuvent 

fermenter rapidement le lait en abaissant le pH du milieu. Au même fil d‘idée, Kondrotiene 

et al., (2020) ont remarqué que plusieurs souches de Lactococcus sont caractérisées par leur 

bon pouvoir acidifiant avec une diminution du pH égale (1 unité) dans les premières 6 heures 

d‘incubation à 30-37°C. Les 10 souches appartenant au genre lactobacillus ont montré un 

comportement diffèrent à la règle avec un changement de pH rapide entre 5,94 et 5,10. Ceci 

est cohérent avec les résultats de Freire et al., (2015), qui ont constaté que Lb. fermentum, 

seul ou dans un ferment mixte, provoque une chute rapide du pH de 6,0 à 5,0-4,0. 

2. Activité Protéolytique 

L'activité protéolytique des BL a été largement étudiée grâce à leur mécanisme bien 

compris qui peut aider à l'hydrolyse des protéines complexes pour libérer les AA utilisés dans 

l'industrie et, surtout, dans la formulation de compléments alimentaires (Lim et al., 2019). 

L‘activité protéolytique de BL isolées a été évaluée en milieu solide additionné de lait 

écrémé afin de visualiser directement l'activité de protéolyse extracellulaire. Les résultats 

obtenus lors de la réalisation de ce test sont résumés dans le Tableau n°05 et la Figure n°10. 

Il en ressort de l‘analyse de ces résultats que toutes les souches étudiées présentent une 

croissance avec une activité protéolytique traduite par l‘apparition d‘un halo clair autour des 

disques.  Selon la définition adopté par Yelnetty  et al., (2014), une souche lactique est dite 

protéolytique si elle présente une zone de lyse de diamètre compris entre 5 et 15 mm . De ce 

postulat, nos isolats sont révélées protéolytiques dont les diamètres des zones de protéolyse 

étaient compris entre 9 et 15mm. 

Toutefois nous avons constaté que les isolats des deux genres Lactobacillus et 

Lactococcus sont caractérisés par une forte activité protéolytique. 9,10% et 10.87%  des 

souches apparentent respectivement à ces deux genre ont donné des zones claires autour des 

colonies avec des diamètres  supérieur à 15 mm (Figure n°11). L‘activité protéolytique des 

Lactococcus et Lactobacillus des produits fermentés  a été examiné dans plusieurs études 

comme de Ma et al., (2011) ; Mechai et al., (2014) ; Dib et al., (2014) ; Fguiri et al., (2016) 
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et Getouche et al., (2018). Ces deux types ont des attributs technologiques qui les qualifient 

de bons candidats pour une utilisation industrielle fondée sur toutes ces investigations. 

Concernant les isolats présélectionnés, Il apparaît clairement que les  LbJ1, LcJ26, LcJ45, 

LcD135 sont caractérisé par une très forte activité protéolytique avec des zones d‘hydrolyse 

supérieurs à 16 mm de diamètre 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°10 : Activité protéolytique des BL isolées, A : Par les membres du genre 

Lactobacillus, B : Par les membres du genre Pediococcus, C : Par les membres du genre 

Enterococcus et D : Par les membres du genre Lactococcus 

Dans la production des aliments fermentés tels que les fromages et les yaourts, la 

protéolyse joue un rôle clé dans la formation d'arômes et de saveurs uniques de divers types. 

Cependant, une protéolyse élevée n'est pas toujours recommandée car elle pourrait produire 

une quantité excessive d'amères ou de résidus indésirables (Perin et al., 2017). La Figure 

n°10 et le Tableau n°05 illustrent la production modérée de protéase par nos isolats des 
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genres Pediococcus et Enterococcus qui peuvent être dans ce cas les starters lactiques de 

choix. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°11 : Activité protéolytique de quelques isolats lactiques sur milieu MRS au lait 

écrémé. 

Pour les cultures starter, la sélection était basée sur les performances de fermentation ainsi 

que sur les caractéristique recherchées du produit final où la protéolyse est considérée comme 

l'événement biochimique le plus important (Fusieger et al., 2020) , les recherches de Kumar 

et al., (2017) sur l'activité protéolytique d'une collection de souches lactiques isolées de 

cornichons traditionnels des zones rurales et urbaines de l'Inde, conduisent à constater que 

deux souches d'En. faecalis PKL-3 et En. faecalis PKL-24 sont caractérisées par une activité 

protéolytique intéressante. Karyantina et al,. (2020) ont démontré que toutes les BL testées 

isolées des échantillons de poissons fermentés ont la capacité de produire des zones claires 

autour des colonies grâce à leur activité de protéolyse surtout par l‘espèce P. pentosaceus.  

En raison de leur activité de dégradation, les enzymes protéolytiques sont capables de 

produire des peptides bioactifs ayant une activité antagoniste contre les bactéries Gram-

positives et Gram-négatives, ce qui en fait une source d'agents antimicrobiens (Zanutto-Elgui 

et al., 2019). 
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Les différents profils de l'activité protéolytique des quatre types de BL étudiées 

s‘expliquent par leur contrôle génétique du système protéolytique. Liu et al., (2010), ont 

mentionné que les protéinases sont liée à la paroi cellulaire de 22 souches lactiques réparties 

parmi les Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Oenococcus et 

Leuconostoc, ils ont également révélé qu‘il existe des différences dans la nature des diverses 

superfamilles de protéines ainsi que dans leur distribution. La nature de cluster codant pour le 

système protéolytique détermine non seulement l'intervariabilité mais aussi l'environnement 

privilégié pour l'action de chaque enzyme, à titre d'exemple, la protéinase d'Enterococcus sp. 

secrété des peptides bioactifs notamment à partir des protéines de lactosérum qui favorise leur 

croissance optimal (Kieliszek et al., 2021). 

Tableau n° 05 : Activités protéolytique, aromatique  et production d‘exopolysaccharide 

par les 21 souches sélectionnées 

Souches Activité 

Protéolytique 

Production 

d‘exopolysaccharide 

Pouvoir aromatique 

LbK126 + ++ ++ 

LbJ19 + ++ ++ 

LbK101 + ++ +++ 

LbD108 + ++ +++ 

LbJ1 +++ ++ + 

LbD29 - + + 

LbJ14 + + ++ 

LbJ7 + + +++ 

LbB123 - ++ - 

LbZ124 ++ ++ - 

PeJ138 + + ++ 

EnJ65 - ++ ++ 

EnJ70 + ++ ++ 

EnB100 ++ + - 

EnK104 + + + 

EnK105 - + ++ 

EnK107 + ++ ++ 

EnD119 + + +++ 

LcJ26 +++ + ++ 

LcJ45 +++ ++ ++ 

LcD135 +++ ++ +++ 

L‘activité protéolytique: zone d'activité exprimée en (- =8 mm ; 10> + >13 mm ; 13> ++ >16 

mm; 16> +++ >20 mm) 

L‘'activité polysaccharidique: (-absence de culture; + présence de culture; ++ culture avec 

colonies gluantes).  

L‘activité aromatisant: négatifs (-), faibles (+), moyens (++) ou forts (+++) selon l'intensité de 

la couleur. 
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3. Activité Lipolytique  

L'une des principales activités biochimiques réalisées par les BL lors de processus de 

fermentation est la dégradation de la matière grasse du lait par l'action des enzymes  

lipolytiques. Cette activité lipasique conduit à la libération des alcools et des acides gras libres 

contribuant efficacement  à la saveur des produits finis (Chen et al., 2017). L‘activité 

lipolytique des isolats lactiques a été déterminée dans un milieu MRS additionné d‘une source 

lipidique naturelle et artificielle, avec des concentrations différentes (1%, 3% et 5%). D'après 

les résultats illustrés dans la Figure n°12, les souches lactiques se sont montrées capables 

d‘utiliser l‘huile d‘olive comme source lipidique naturelle. Les genres Lactobacillus, 

Lactococcus et Pediococcus, à l'exception des Enterococcus, se caractérisent par des niveaux 

d'activité avec une variabilité significative (p<0 ,05) notamment entre les deux facteurs 

(source naturelle et artificielle). Cette observation peut s'expliquer par le fait que les lipases 

sont de types inductibles, préfèrent la dégradation des acides gras monoinsaturés à longue 

chaîne tel l'acide oléique, qui constitue 78 % de l'huile d'olive (Dellali et al., 2020). 

Dinçer et Kivanç (2018) ont étudié l'activité lipolytique de 50 souches de BL isolées de 

Pastirma Turque et ont observé que parmi les isolats testés 20 souches de Lb. plantarum 

avaient montré une activité lipolytique hautement élevée. Dans le présent travail, l‘activité 

lipolytique la plus élevée a été enregistré respectivement par les genres Lactobacillus et 

Pediococcus. De façon générale, les isolats du genre Lactobacillus ont dégradés l'huile d'olive 

ajoutée concentration de  3 %, certaines souches ont montré des niveaux d'activité presque 

comparables aux différentes doses, comme c‘est le cas pour les souches LbJ19, LbK101 et 

LbZ124 (Figure n°13). Ceci est similaire aux résultats de Guan et al., (2020) qui ont révélé 

que les souches "Lb. casei f1, Lb. paracasei f2 et L.b paracasei f3"  ont montré une bonne 

activité lipolytique lorsque l'huile d'olive était utilisée comme substrat. La même étude a 

illustré l‘activité Lipasique positive des membres du genre Pediococcus. Ceci est également 

conforme à nos résultats, qui montrent que les membres du genre Pediococcus (Figure n°12, 

n°13) ont une activité lipasique attirante. 
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Figure n°12 : Activité Lipolytique des BL isolées, A : Par les membres du genre 

Lactobacillus, B : Par les membres du genre Pediococcus, C : Par les membres du genre 

Enterococcus et D : Par les membres du genre Lactococcus 

Selon Dhaisne et al., (2013), les espèces appartenant au genre Lactococcus peuvent 

produire des composés chimiques volatils à partir de la dégradation des matières grasses du 

lait. D‘après nos résultats, les isolats LcJ26, LcJ45 et LcD135 sont trois exemples de souches 

de Lactococcus qui ont données des zones d'activité allant de 19 à 10 mm sur l‘huile d‘olive 

et le tween 80 (Figure n°14). Cependant nous avons constaté que les isolats du genre 

d‘Enterococcus montrent une activité lipolytique réduite sur l'huile d'olive ou le tween 80. 

Selon nos résultats, seuls 20,31% des entérocoques examinés (64 souches) avaient une 
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activité lipolytique positive, selon une étude d'Anagnostopoulos et al., (2018). Dans l'étude 

de Ribeiro et al.,  (2014), seuls deux isolats d'entérocoques, L3A21M3 et L3B1K3, ont 

montré une activité lipolytique .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°13 : Activité lipolytique des  souches sélectionnées du genre Lactobacillus 

(LbK126, LbZ124, LbK101, LbD108, LbJ1, LbD29, LbJ14, LbJ7, LbB123, LbZ124) et  

Pediococcus (PeJ138). A : avec la source lipidique naturelle "Huile d‘olive" B : avec la 

source lipidique artificielle "Tween 80" 

Selon Sharma et al., (2001) la période d'incubation pour détecter l'activité était un facteur 

limitant, car la destruction par exemple de l'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. 
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Figure n°14 : Activité Lipolytique des  souches sélectionnées du genre Enterococcus (EnJ65, 

EnJ70, EnB100, EnK104, EnK105, EnK107, EnD119)  et Lactococcus (LcJ26, LcJ45 et 

LcD135). A : substrat lipidique naturel "Huile d‘olive" B : substrat lipidique artificiel 

"Tween 80" 

L‘analyse des résultats nous a permis de conclure que la plupart des BL examinées 

n'utilisaient pas de tween 80. ce résultat  pourrait être expliqué par les travaux de Dellali et 

al., (2020), qui ont constaté que l'activité lipasique des BL testée sur le tween 80 comme 

substrat était faible avec toutes les concentrations utilisées. Cela pourrait s'expliquer par le fait 

que, bien que les BL soient plus aptes à dégrader les lipides simples de Tween 80 dans ce cas, 

la plupart  n'ont que des estérases intracellulaires, de sorte qu'elles ne peuvent pas hydrolyser 
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les lipides alimentaires tant qu'elles n'ont pas été libérées des cellules lysées (Chen et al., 

2017). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n° 15 : Activité lipolytique de quelques  BL isolées avec comme source lipidique 

artificielle le Tween 80. 

Plusieurs études ont indiqué que les BL sont classées comme un groupe de micro-

organismes faiblement lipolytiques par rapport aux champignons ou Bacillus spp. et 

Pseudomonas spp. les micro-organismes, qui sont les principales sources de lipase industrielle 

Guan et al., (2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n° 16 : Activité lipolytique de quelques  BL isolées avec comme source lipidique 

naturelle l‘huile d‘olive 
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4. Activité texturant 

Plusieurs études ont démontré que les exopolysaccharides (EPS) sécrétés par les BL  

peuvent être utilisés dans une variété de produits alimentaires (Freitas et al., 2017). Les 

bactéries lactiques augmentent la viscosité des aliments en générant et en sécrétant des 

polymères saccharidiques in situ ; en raison de leur solubilité, ces polymères peuvent 

également être utilisés pour améliorer la stabilité des produits alimentaires (Silva et al., 

2019). 

L‘ensemble des résultats l'activité exopolysaccharique de nos isolats est illustré dans le 

Tableau n°05 et la Figure n°17. Dans l‘ensemble, la plupart des isolats sont 

capables de se développer sur un milieu hypersaccharosé en formant des colonies à aspect 

plus ou moins gluant témoignant une production d‘un agent épaississant. Toutefois nous 

avons noté que 62,15 % des souches appartenant au genre Lactobacillus sont productrices 

d'EPS, suivi de celles appartenant au genre d‘Lactococcus (26,85 %) puis souches du genre 

d‘Enterococcus et 23,80 %. Cependant nous avons constaté que les membres du genre 

Pediococcus sont incapables de produire d‘ESP malgré qu‘elles se développent bien sur le 

milieu hypersaccharosé. En désaccord avec nos résultats, Van der Meulen et al., (2007) ont 

rapporté que seulement 10 souches lactiques sur un total de 174 produisent des EPS. En 

revanche, la capacité puissante de Lactobacillus et Lactococcus à produire des EPS a été 

démontrée dans diverses recherches, notamment Pan et al., (2010) ; Wang et al., (2014) ; 

Jeong et al., (2017); Neha et al., (2019). D‘après ces auteurs, la production des EPS par les 

bactéries lactiques est l‘élément clef dans de nombreux processus industriels alimentaires. 

Toutefois, le principal intérêt de l'utilisation de bactéries lactiques productrices d'EPS lors de 

la production de laits fermentés est l'amélioration de la texture et la diminution de la synérèse 

(Sanalibaba et Çakmak, 2016). 

La Figure n°18 illustre quelque exemple de pouvoir texturant de quelques isolats 

lactiques. 
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Figure n°17 : Production des Exopolysaccharides par les BL isolées, A : Par les membres du 

genre Lactobacillus, B : Par les membres du genre Pediococcus, C : Par les membres du 

genre Enterococcus et D : Par les membres du genre Lactococcus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n° 18 : Production des Exopolysaccharides par quelques souches de BL isolées 
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5. Activité aromatisant 

Les métabolites aromatiques produits par les BL comprennent l'acétaldéhyde, l'acétoïne et 

le diacétyle. Le diacétyle a été trouvé à l'origine en petites quantités dans certains aliments, 

comme le café, et se distingue par sa saveur de beurre, qui le qualifie d'additif alimentaire 

dans une variété d'aliments, y compris les produits laitiers fermentés (beurre, margarine et 

fromage) (Hernandez-Valdes et al., 2020 ; Albayrak et Duran, 2021). Les BL synthétisent 

du diacétyle à partir du lactose et de l'acide citrique, les principales sources de carbone dans le 

lait, après avoir les converties en pyruvate puis en acétyl-CoA via plusieurs voies 

métaboliques (Makhlouf, 2006). La production d'acétoïne se traduit par l‘apparition d'un 

anneau rouge à la surface d'une culture lactique sur milieu lait écrémé (Figure n°19). 

 

 

 

 

 

Figure n° 19 : Activité aromatique de quelques BL isolées 

 

Sur les 175 souches testées, 85,15 % ont été classées comme productrices d'arômes, avec 

des niveaux de production déférents (Tableau n°05). Les 85.15%   de BL présentant une 

activité aromatique positive étaient  respectivement : Lactococcus (45.72%), Lactobacillus 

(22.85%), Enterococcus (10,29%) et Pediococcus (6,29%). Plusieurs recherches antérieures 

ont démontré que les membres du genre Lactococcus peuvent produire du diacétyle. Dans une 

étude de Garca-Quintáns et al., (2008),  trois souches de Lc. lactis subsp.lactis biovar 

diacetylactis désignées comme C17, CRL264 et IPLA838 peuvent produire une quantité 

considérable d'acétoïne et de diacétyle par converssion de l'intermédiaire 2-acétolactate. De 

nombreuses études publiées ont également démontré la capacité de diverses espèces de 

Lactobacillus à générer du diacétyle, notamment Lb. plantarum, Lb. pentosus, Lb. brevis et 

Lb. casei Phalakornkule et Tanasupawat (2006) ; Pan et al., (2014) ; Abouloifa et al., 

(2020). Skie et al., (2008), ont montré que même via une voie métabolique unique à travers la 

conversation de  l'acide aminé Aspartate, la souche de Lb. plantarum INF15D peut  produire 

du diacétyle. 



Résultats et Discussion 
 

68 
 

Selon le Tableau n° 05, les souches appartenant au genre Enterococcus codées ; ENJ65, 

ENJ70, EnK105, ENK107 et EnD119 sembles êtres les meilleurs productrices d‘arôme. 

III.Potentiel Probiotiques des BL isolées 

1. Résistance à l’acidité 

 Étant donné que les bactéries probiotiques doivent traverser l'environnement stressant de 

l'estomac pour atteindre l'intestin grêle, la croissance et la survie dans un environnement acide 

sont des caractéristiques nécessaires pour offrir des effets thérapeutiques (Afrin et al., 2021). 

La croissance et la tolérance des BL à pH 1, 2 et 3 pendant 3 H ont été étudiées, les résultats 

sont illustrés dans les Figures n°20, n°21 et n°22. Les isolats appartenant aux quatre genres 

étudiés ont montré des taux élevés de survie qui sont d‘une variabilité non significative 

(p>0,05). 

 D'après les résultats présentées sur les Figures, les genres Lactobacillus et Lactococcus 

présentant la stabilité la plus élevée dans le pH hostile, ces deux genres ont été adaptés 

pratiquement à l'identique au cours des trois heures de test aux trois valeurs de pH étudiés. 

Après 2 heures d'incubation à pH 3, les souches de Lactobacillus avaient un taux de survie de 

83,39 à 90,22 % et de 70,01 à 89,60 % après 3 heures d'incubation. Le taux de survie à pH 2 

varie entre 81,12 à 88,93 % après 2 heures et 74,34 à 88,10 % après 3 heures d‘incubation, 

tandis qu‘a pH 1 le taux de survie était de 66,67 à 89,47 % après 2 heures et 77,26 à 92,3% 

après 3 heures. La souche LbJ1 était la souche la plus résistante. 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 phénomènes d'induction de l'activité H+-ATPase ont été décrits et expliqués par 

le phénomène de la résistance  dans la même étude. Dans une étude similaire, Oudah et al.,  

(2019) ont  rapporté que la souche de Lb.  rhamnosus codée comme MPS-16 peut survivre 

dans un milieu dont pH (2-3). Les sept lactobacilles sélectionnés parmi une collection de 

souches lactique isolées du lait maternel de femmes âgées de 25 à 34 ans montraient une 

résistance élevée aux pH 2 et 3, avec des taux de survie allant de 80 à 90 % (Rajoka et al., 

2017). Dans une recentre étude réalisée sur des BL isolées des produits fermentés de la région 

d'Addis-Abeb,a le taux de survie des souches dans un pH acide était supérieur aux valeurs 

rapporté dans  plusieurs études précédentes, cette étude a également montré que les taux de 

survie globaux allant de 77 à 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 quatre 

souches représentatives et un taux de survie de 94 % à pH 3 et de 89 % à pH 2, suivi de 88 % 
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indiqué par deux isolats de Lactococcus désignés K14 et S9 aux deux valeurs de pH (Akalu 

et al., 2017). Contrairement à nos résultats, qui montrent que les membres du genre 

Lactococcus ont un potentiel élevé de résistance aux pH acides, en particulier pour les trois 

souches représentatives, avec des taux de survie allant de 90,84 % à 82 %, (Faye et al., 2012 

et Kazancgil et al., 2019) ont démontré dans leur étude que le genre Lactococcus semble être 

le genre le moins tolérant aux acides par rapport au genre Lactobacillus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°20 : Résistance des souches lactiques aux milieux acides, A : Par les membres du 

genre Lactobacillus, B : Par les membres du genre Pediococcus, C : Par les membres du 

genre Enterococcus et D : Par les membres du genre Lactococcus 

  

 Selon les recherches de Gao et al., (2021), les Lactococcus et Lactobacillus résistent à 

l'environnement acide par le biais de divers d‘une variété de processus, y compris la 

régulation du pH intracellulaire et extracellulaire à l'aide de protons libérés dans le 

cytoplasme suite à la dégradation d'acides comme l'acide lactique.  
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Figure n°21 : Résistance des souches lactiques sélectionnées aux milieux acides, A : par les 

souches du Lactobacillus et  Pediococcus et B : par les souches du Enterococcus et 

Lactococcus 

 

 Conformément aux résultats, les Enterococcus ont démontré une tolérance exclusive, 

contrairement aux autres genres, où la majorité de ces membres ont résistés à pH1 avec des 

taux de survie élevés par rapport aux taux de survie à pH 2 et 3. Parmi les souches choisies 

EnJ70, en particulier, a résisté seulement à pH1 avec des taux de survie de 79% et 66,66% 

après 2 et 3 heures de test, respectivement, tandis que  la souche EnJ65 a démontré une survie 

à pH1 et 2 avec des taux de survie allant de 79% à 81,12%, mais était de 0% à pH3. Une 

souche d'entérocoque codée comme "came 14" semble avoir le plus haut niveau de résistance 
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au pH2, selon Sharma et al., (2021). Dans leur étude Haghshenas et al., (2017) ont examiné 

la résistance des souches lactiques isolées à un pH de 2,5, en se basant sur la littérature selon 

laquelle "les probiotiques doivent résister à un pH compris entre 2 et 3", et ont constaté que, 

contrairement à plusieurs études qui liaient la résistance aux lactobacilles, les souches 

d'Enterococcus ont montré la tolérance la plus élevée, avec un taux de survie de 82 %. Les 

résultats de la tolérance ont été expliqués par la structure bicouche de la membrane.  

 Dans des conditions acides, la membrane est la première barrière à être rompue, et elle 

perd ses caractéristiques physiologiques, notamment sa fluidité, entraînant la mort de la 

cellule bactérienne. Pour éviter un tel scénario, les BL améliorent la dureté et la densité de la 

membrane plasmique en modifiant la composition en acides gras comme première approche 

d'adaptation (Gao et al., 2021). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°22 : Résistance aux baisses pH par quelques BL isolées après 3 heures de test 

Selon la littérature, le genre Pediococcus, en particulier les deux souches P. pentosaceus 

et P. acidilactici, sont résistants aux conditions d'acidité hostiles. yang et al., (2020), ont 

montré que la totalité (90 %) des BL isolés d'une boisson à base de céréales en Corée, le « 

Gamju noir » ont montrés une capacité à tolérée dans des conditions d‘acides hostiles où la 

souche P. pentosaceus a montré une taux de survivre de 100 %. Dans une récente étude 

Dogan et al., (2021) ont révélés que parmi une collection de 22 isolats de Pediococcus 
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appartenant aux P. pentosaceus et P. acidilactici, le taux de survie des souches dans un milieu 

acide était supérieure  à 6 unité logarithmique. 

2. Résistance à l’effet combiné de pH acides et de sels biliaires 

 La capacité de BL à résister à la combinaison bile (0,3 %) et pH acide (2,0, 2,5 et 6,5) 

après 4 heures d'incubation à 30 ° C est illustré dans les Figures n°23, n°24 et n°25. 

Lactobacillus, contrairement aux trois autres genres, a résisté à une activité biliaire excessive 

aux divers niveaux de pH avec de bons taux de survie et une variabilité non significative 

(p>0,05). Après 4 heures d'incubation à pH 2, 2,5 et 6,5, les souches représentatives de cette 

espèce ont résisté avec des niveaux minimums de 70,01, 83,07 et 87,23 %, respectivement. La 

capacité de différentes espèces de Lactobacilles à résister aux conditions stressantes de la bille 

a été étudiée par Zheng et al., (2013) ; Reale et al., (2015) et Mermouri et al., (2017). Sur la 

base du fait que les concentrations de sels biliaires humains fluctuent entre 0,3 et 0,5 %, 

Zheng et al., (2013) ont étudié la capacité des souches de lactobacilles isolées à partir de 

grains de kéfir tibétain dans de telles conditions. Les résultats ont montré que toutes les 

souches de Lactobacillus pouvaient croître à une concentration de 0,3 % de la bille, à 

l'exception de trois souches, qui pouvaient croître à des concentrations supérieures à 0,5 %. 

Reale et al., (2015) ont découvert que trois isolats de Lactobacillus identifiée comme Lb. 

casei, Lb. paracasei et Lb. 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 élevée après avoir été inoculés avec de la bile bovine 

naturelle, mais en fonction de temps d'incubation, seulement trois souches codées (OV13, 

D006 et E522) ont tolérés 0,3 % de sels biliaires après 3 heures d'incubation, et leur tolérance 

a diminué après 24 heures de test. 

Par rapport à nos résultats, les résultats de la résistance à la bile (0,3 %) - pH acide (2, 2,5 

et 3) ont été révélés faibles dans l'article publié Houssam et al., (2020), où les souches isolées 

de lactobacilles ont présentées une tolérance importante dans l'action bile (0,3 %) - pH (3) 

avec le taux de survie le plus élevé (83,19 %) illustré par la souche Lb. plantarum codée S72. 

Lorsque les mêmes souches ont été testées avec 0,3% de bile et pH 2,5, le taux de survie 

chute considérablement jusqu'à ce qu'il approche 65,20 % comme taux maximum et 0 % 

lorsque les souches sont testées avec 0,3 % de bile et pH 2. Lee et al., (2016) ont constatés 

que lorsqu'il était traité avec un pH acide de 3 et une concentration de bile de 0,3 %, Lb. 

plantarum C182 avait un taux de survie de 31,70 % et de 5,12 % lorsqu'elle était traitée avec 

la même concentration de bile et un pH de 2. 
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Figure n°23 : Résistance à la bile par les BL isolées, A : Par les membres du genre 

Lactobacillus, B : Par les membres du genre Pediococcus, C : Par les membres du genre 

Enterococcus et D : Par les membres du genre Lactococcus 

A l‘appui de ce fait,  ces lactobacilles est le genre le plus résistant aux conditions de pH 

acide et de bile, les autres BL n'ont pas été sujet d‘études visant à déterminer l'effet combiné 

de l'acide et de la bile. Notamment, plusieurs études se sont penchées sur la résistance de la 

plupart des BL à la bile. A titre d'exemple, Jawan et al., (2021) ont évalués la capacité d'une 

souche de Lc. lactis  nommée de Gh1 à tolérer une teneur en bile de 0,3% et a donc montré sa 

capacité à vivre  avec des taux varient entre 113 à 171%. Dans le concept, Kondrotiene et al. 

, (2020) ont constaté que la plupart des souches de Lactococcus isolées du lait cru et fermenté 
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ont présentées une bonne résistance avec des taux de survie respectives de 96 à 91 %, 96 à 90 

% et 93 à 82 % dans 0,3 %, 0,5 et 1 % de bile.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°24 : Résistance à la bile par 21 souches sélectionnées, A : du genre Lactobacillus et  

Pediococcus et B : du genre Enterococcus et Lactococcus 

Dans une étude menée par Banwo et al., (2013), les espèces du genre l‘Enterococcus ont 

montré un taux de survie de 79,13 à 61,67 % dans des concentrations de sels biliaires de 0,3 et 

1 %, respectivement. Seules les deux espèces de Pediococcus, P. acidilactici et P. 

pentosaceus, se sont montré résistantes à la bile. Vasiee et al., (2020), dans leur étude, ont 

rapporté qu'une souche de P. acidilactici codée IAH-57.08 isolée des produits Iraniens 
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fermentés était résistante à la bile à 0,3 % après 3 heures d'incubation avec un taux de viabilité 

de 6,93 0,05 (log10 CFU/ml).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°25 : Résistance à la bile par quelques BL isolées après 4 heures de test 

 

3. Adhésion in vitro aux cellules épithéliales 

 L'une des caractéristiques les plus importantes pour choisir d'éventuels probiotiques est 

leur capacité à s‘adhérer et à coloniser le tractus gastro-intestinal, cela augmente la durée de 

contact intestinal et, par conséquent conduit à une colonisation des surfaces muqueuses, 

empêchant les bactéries pathogènes de se fixer. Comme l'étude de l'adhérence aux cellules 

épithéliales in vivo est difficile à réaliser, des modèles humains « Caco-2 and HT29 » et 

animaux (poulet) in vitro ont été utilisés (Li et al., 2015 ; Reuben et al., 2020 ; Garcia-
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Gonzalez et al., 2021). La capacité d‘adhésion in vitro aux cellules épithéliales de nos 

souches a été déterminée dans notre étude en utilisant des segments de duodénum et d'iléon de 

poulet. 

 Les résultats ont révélé que la capacité à s‘adhérer à au moins 10 bactéries par cellule 

épithéliale, se variée selon le genre, cette capacité est estimée à 41,72 % pour les souches du 

genre Lactococcus, 18,28 % pour celles du genre Lactobacillus, 8,57 %  pour les 

Enterocoques et ,43 % pour les Pediocoques. Les résultats du pouvoir d‘adhésion sont 

illustrés dans la Figure n°26. Toutefois nous avons constaté que les souches lactobacillus 

LbD108, Enterococcus EnJ65 et Lactococcus LcJ45 sont marquées par une capacité 

d'adhésion maximale (Tableau n°6).  

 Selon Mercier-Bonin et Chapot-Chartier (2017), les différentes espèces du genre 

Lactococcus ont la capacité à coloniser le tractus gastro-intestinal, notamment l'espèce Lc. 

lactis qui se présente un bon transporteur de molécules bioactifs en raison de sa capacité à 

adhérer aux cellules épithéliales. La capacité de cette espèce à se lier aux molécules 

glycoconjuguées dans le mucus intestinal était attribuée à des protéines de surface de la 

famille LPxTG codées notamment par des plasmides. 

 Contrairement au genre Lactococcus, les Enterococcus sont des habitants naturels du 

tractus gastro-intestinal. Nos résultats corroborent ceux obtenus par Zommiti et al., (2018), 

qui ont constaté que les souches d'entérocoques isolées de la viande traditionnelle (Ossban 

séché) ont montré une capacité d‘adhésion aux cellules humaines de modèle Caco-2 / TC7 

estimée à  21% . 

 Dans une étude récente conduite par Idoui, (2014), quatre isolats de Lb. fermentum 

codées " LP3, LP10, LP11 et LP12 " ont démontrés la spécificité d'adhérer à l'épithélium 

intestinal. Cette adhésion est due aux interactions spécifiques et non spécifiques, telles que 

l'hydrophobicité et l‘interaction entre les protéines membranaires des souches, et les parties 

glucidiques de la couche muqueuse du côlon.Toutefois, la source d'isolement des BL pourrait 

être un facteur déterminant pouvant influer sur leur capacité à adhérer aux cellules 

épithéliales. Reuben et al., (2020) ont pu constater que les souches lactiques isolées du lait de 

vache cru avaient une capacité d'adhérence plus élevée après 90 minutes d‘incubation, tout en 

diminuant l'adhérence des agents pathogènes. Gu et al., (2008) ont démontré la capacité de 17 

des isolats lactiques provenant des selles de 567 personnes âgées à adhérer plus que la souche 

témoin B. bifidium BB12 (Chr. Hansen)aux cellules Caco-2 in vitro. 
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Tableau n° 06 : Adhésion in vitro aux cellules épithéliales des 21 souches sélectionnées 

Souches Adhésion in vitro aux cellules épithéliales 

LbK126 + 

LbJ19 + 

LbK101 + 

LbD108 +++ 

LbJ1 ++ 

LbD29 ++ 

LbJ14 + 

LbJ7 + 

LbB123 - 

LbZ124 - 

PeJ138 ++ 

EnJ65 +++ 

EnJ70 + 

EnB100 ++ 

EnK104 + 

EnK105 + 

EnK107 + 

EnD119 + 

LcJ26 + 

LcJ45 +++ 

LcD135 - 

Absence d‘adhésion (-), Adhésion modérée (+), Bonne (++) et Forte (+++). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°26 : Adhésion in vitro aux cellules épithéliales par quelques BL isolées 
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4. Criblage de l'activité antimicrobienne 

L'activité antimicrobienne de toutes les souches lactique isolées de produits laitiers 

préparés traditionnellement a été évaluée contre une variété de bactéries Gram positives et 

négatives, ainsi que des champignons. Les résultats sont illustrés dans les Figures n°27, n°28 

et n°29. 

4.1.Activité antibactérienne 

En utilisant la méthode de puits, les surnageant natifs de 75 des 175 souches lactiques 

récupérées avaient montré une activité antagoniste contre les bactéries indicatrices. 

Cependant, 21 souches ont montré une action significative (Figure n°27), avec des 

pourcentages d'inhibition allant de 50 à 94,44 %. La souche EnB100 est la plus remarquable 

par son activité  antagoniste sur 17 des 18 souches indicatrices. De plus, nos isolats ont 

démontré une activité antibactérienne  contre les bactéries entéropathogènes Gram-négatives 

et les bactéries d‘altération et pathogènes Gram-positives. 

Les BL se sont révélées actives contre les bactéries Gram + et Gram - dans diverses 

études. Le test de diffusion en 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 diffèrent selon la bactérie étudiée. En revanche, les six BL 

obtenus dans l'étude de Azat et al., (2016) ont démontré une activité antibactérienne à large 

spectre contre les bactéries Gram + et Gram-, avec la plus grande zone d'inhibition contre 

Escherichia coli mesurant 6,3 à 10,5 mm de diamètre. Les scientifiques ont également montré 

que la souche Lb. rhamnosus R4 n'avait aucun effet contre les bactéries Gram + qui sont 

phylogéniquement liées à la souche testée dans la même étude.  

Le spectre d'activité de la substance inhibitrice produite par nos souches englobe 

les genres bactériens Gram+ (Listeria et Staphylococcus). L. monocytogenes et S. aureus 

étaient les souches indicatrices les plus sensibles de SA neutralisées et  générées par cinq BL 

sélectionnées à partir d'une collection de BL isolées du yaourt artisanal " Raib " selon 

(Mechai et Kirane, 2008). Les auteurs ont montrées que diverses recherches antérieures 

avaient renforcé l'action inhibitrice des BL, à savoir contre L.monocytogenes, avec des 

molécules qui étaient des «bactériocines » antibactériennes appropriées ou même d'autres 
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composés bioactifs. Selon Kaya et Simsek (2019), le niveau initial de contamination dans 

différentes chaînes de production alimentaire influence le choix des souches des types L. 

monocytogenes et S. aureus comme indicatrices dans la rechercher des BL ayant un effet 

antimicrobien pour garantir la sécurité alimentaire.  

Dans notre étude, l'activité antimicrobienne des souches testées contre  S. aureus SARM a 

été évaluée et les diamètres de zones d'inhibition contre cette bactérie variaient de 8 à 17 mm, 

les deux souches d‘Enterococcus, EnB100 et EnK104 démontrant l'activité la plus élevée 

suivie par les souches appartenant au genre Lactobacillus. Ces résultats corroborent ceux de 

Bhola et Bhadekar (2019), qui ont signalé une très bonne activité antimicrobienne des 

especes de Lb. reuteri, Lb. rhamnosus, Lb.  plantarum et Lc. lactis dirigée contre les souches 

de SARM.  

La bactériocine pourrait être responsable de l'action inhibitrice du SARM , par les souches 

d'entérocoques en se basant sur le fait que l'activité bactériocine des BL a déjà été identifiée 

comme étant des protéines antibactériennes hautement spécifiques actives principalement 

contre certaines souches de la même espèce ou des espèces apparentées à Gram positif, 

comme dans le cas de Staphylococcus et Enterococcus (Héchard et Sahl, 2002). Sui-skovi'c 

et al., (2010) décrivaient les différents mécanismes utilisés par les BL pour assurer une 

activité antimicrobienne, ainsi que la manière dont ils ont été liés à la production de 

métabolites comme les bactériocines où la production de bactériocines est une capacité 

recherchée pour la sélection d'isolats lactiques afin d'éliminer les agents pathogènes. 

Notre étude à révéler que les BL testées sont caractérisées par un pouvoir inhibiteur dirigé 

contre les bactéries Gram- et les souches multirésistances aux ATB. Le diamètre des zones 

inhibitrices varie entre 8 et 21 mm. Les souches EnK105, EnB100 et LbD108 ont exprimé un 

pouvoir antagoniste envers toutes les bactéries Gram-. La souche Serratia marcescens E18 

était la plus sensible, suivie par la bactérie productrice de bêta-lactamase à spectre étendu 

Enterobacter cloacae E22. La Figure n°27 montre en outre que toutes les souches de 

Lactococcus et Enterococcus ont inhibé les souches indicatrice Acinetobacter baumanii Ab57 

et Ab37, ainsi que Enterobacter cloacae En73, En53 et En22.  

Les résultats de l‘activité antimicrobienne des souches lactiques testées contre les Gram- 

sont comparables à ceux de Bragason et al., (2020), qui ont démontré l‘activité des souches 

de Lc. lactis contre Salmonella typhimurium DT12, Escherichia coli O157: H7 VT-, et 

Klebsiella pneumoniae. Cependant, Adeniyi et al., (2015) ont rapporté que le surnageant 
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acellulaire de cinq souches de BL appartenant aux genres Enterococcus  et Weissella étaient 

capables d'inhiber la croissance des bactéries Gram-, cette activité dirigé contre Escherichia 

coli CB6 et Klebsiella sp CB2 multirésistantes aux antibiotiques se traduit par l‘apparition 

d‘une zone d'inhibition de 26 mm contre la souche. Keerthini et al., (2017), ont démontré 

l'effet bactéricide d'une collection de BL isolées de produits fermentés contre une variété de 

bactéries Gram + et Gram- telles que Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa, Klebsiella pneumoniae et Serratia marcescens. 

Dans une étude conduite par Tremonte et al., (2017), 90 % des bactéries Gram- testées 

sont parfaitement inhibé par une collection de 106 isolats de Lb. plantarum provenant de 

divers environnements fermentés, tels que le fromage.  

D'après Ryu et Chang (2013),  l'activité antibactérienne des BL pourrait être le résultat de 

la synthèse d'acides organiques, CO2, H2O2, diacétyle ou acétone, ou même des bactériocines. 

L'acide lactique et l'acide acétique sont les composés antibactériens les mieux étudiés liés à la 

synthèse des acides organiques. Leur pouvoir antagoniste est lié à pouvoir à réduire le pH et 

la formation des molécules non dissociables. Ces produits chimiques pénètrent à travers la 

membrane cellulaire vers le milieu le moins acide, perturbant ainsi le potentiel membranaire 

et interférant avec le transport du substrat (Sui-skovi'c et al., 2010 ; Essayas et Pandit, 

2021). 

L'action inhibitrice de H2O2 est principalement due à la dénaturation de la machinerie 

enzymatique et à la perturbation de la perméabilité membranaire causée par la peroxydation 

des lipidiques membranaires. De plus, la molécule aromatique Diacétyl (2,3-butanedione) 

générée par le BL inhibe les microbes pathogènes lorsqu'elle est présente à des fortes 

concentrations, et elle peut agir comme conservateur lorsqu'elle est présente à faible dose 

exerçant leur pouvoir sur les microorganismes d‘altération (Sui-skovi'c et al., 2010).  

Le CO2 produit  par des BL hétérofermentaires peut s'accumuler dans la bicouche 

lipidique membranaire des champignons et peut être à l‘origine de l‘activité antifongique en 

induisant un dysfonctionnement de la perméabilité (Sui-skovi'c et al., 2010).  
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Figure n°27 : Activité antimicrobienne des 21 souches lactiques sélectionnées 
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Figure n°28 : Activité antibactérienne de quelques isolats lactiques 

 

4.2.Activité antifongique 

Au court de ces dernières décennies, plusieurs études ont démontré que les BL peuvent 

inhiber la croissance de champignons qui causent la détérioration des aliments, tels que 

Penicillium sp. (Barragán-Menéndez et al., 2020), dont on a testé l'activité antifongique des 

BL  contre une variété de champignons d'origine alimentaire et de souches levuriennes 

cliniques par la méthode de double couche et la méthode de diffusion en puits. La Figure 
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n°27 montre l‘activité antagoniste de 21 souches lactiques identifiées comme inhibitrices  de 

champignons, avec des pourcentages d'inhibition allant de 33,34 % au 77,80%. Selon les 

souches lactiques productrices des molécules bioactives, les zones de lyses produites varient 

de 5 à 30 mm. La quantité et la nature des composés bioactifs produits par chaque souche 

lactique, d'après Vuyst et al., (2004), peuvent expliquer la variance du diamètre des zones 

d'initiation. Contre le champignon Aspergillus fumigatus, la souche LbD29 avait le diamètre 

le plus élevé (30 mm). Dans ce contexte, des moisissures contaminant produits agricoles et 

producteurs de mycotoxine tels que le A. brasiliensis, A. fumigatus et A. flavus ont été 

évaluées comme sensibles au pouvoir antimicrobien exercé par une gamme des BL 

spécialement ceux appartenant au genre Lactobacillus. Dans une étude menée par Fraberger 

et al., (2020) sur des lactobacilles, ils ont constaté que l‘espèce Lb. plantarum, est 

caractérisée par un pouvoir antifongique remarquable et que ce pouvoir est due à la capacité 

de Lb. plantarum à produire le molécules PLA" l'acide p-hydroxyphényl lactique", l'acide 

palmitique et même de peptides de faible poids moléculaire. Plusieurs études ont démontré 

l'activité antifongique de différentes souches de Lactobacilles autres que Lb. plantarum, à titre 

d'exemple la recherche de Tatsadjieu et al., (2016), qui s‘est focalisée sur l‘étude de l'activité 

antifongique de 53 BL isolées d'échantillons de maïs et de maïs fermenté contre 21 souches 

fongiques adaptées à quatre genres : Aspergillus, Fusarium, Penicillium et Rhizopus. Lb. 

brevis (2 isolats), Lb. buchneri (1 isolat), Lb.cellobiosus (1 isolat) et Lb.fermentum (2 isolats) 

ont été choisis pour leur forte activité antifongique, que les auteurs l‘ont lié à la production 

des acides organiques, de peroxyde d'hydrogène, du diacétyle, de l'éthanol et des 

bactériocines.  

Le résultat de l'activité anti-levurienne des souches appartenant au genre Lactobacillus 

représentés dans la Figure n°27 est comparable à celui obtenu par Atanassova et al., (2003), 

qui ont constaté que  Lb. paracasei subsp. paracasei M3 avait une activité antifongique 

dirigée contre Candida albicans, Candida pseudointermedia et Candida blankii. De même, 

Ogunshe et al., (2011) ont rapporté  que le surnageant acellulaire des cultures de Lb. 

acidophilus et Lb. plantarum provenant d'écouvillonnages endocervicaux et vaginaux chez 

des patientes , avait une activité antifongique dirigé contre les agents pathogènes Candida sp 

avec des zones de lyses allant de 10,0 à 25,0 mm de diamètre. Magnusson et al., (2003) ont 

montré dans leurs recherches qu'un dipeptide cyclique produit par les BL était la molécule 

bioactive responsable de l‘activité antifongique. Il faut souligner que les deux souches 

d'entérocoques EnJ65 et EnJ70 ont pu  inhiber sept souches sur neuf testées. . Ces résultats 
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sont comparables à ceux de Álvarez et al., (2020), qui ont découvert que les souches d'En. 

faecium agissaient avec un large spectre contre différentes moisissures produisant de 

l'ochratoxine A, et Taghi-Zadeh et Nejati (2017) qui ont également démontré dans leur 

recherche que le meilleur potentiel antifongique était d'En. faecium produit à partir de levain 

Iranien de blé artisanal. 

Contrairement aux Enterococcus sp., les souches de Lactococcus et Pediococcus 

sélectionnées avaient une bonne activité antifongique mais un spectre d'activité étroit. Selon 

Merabti et al., (2019), plusieurs souches de pédiocoques isolées du blé fermenté algérien 

Lemzeiet peuvent inhiber la croissance seulement des deux moisissures examinées P. 

verrucosum UBOCC-A-19221 et R.mucilaginosa UBOCC-A-216004. La bactériocine de P. 

acidilactici ST3522BG et P. pentosaceus ST3633BG n'a montrée aucune activité contre  les 

champignons utilisés comme souches indicatrices (Fugaban et al., 2021). 

Outre l'inaptitude de certaines BL à produire des molécules actives, la résistance de 

certaines souches testées tels que Alternaria Alternaria Aa73', Aspergillus flavus Af8 et 

Candida albiacns CA02 face aux BL peut s'expliquer par la résistance innée ou acquise 

développée par les moisissures contre les molécules antifongiques. Cette constatation est 

confirmé par les résultats de Tatsadjieu et al., (2016), qui ont trouvé que certaines 

moisissures, dont A. Niger G12, A. flavus M15, A. versicolor et Fusarium oxysporum M22, 

étaient résistantes à l'activité antifongique de BL , avec des pourcentages de résistance allant 

de 67 à 33 %. Pour les auteurs, il s'agissait d'un phénomène lié à la résistance naturelle ou à 

l'acquisition des gènes de résistance par mutation. 

D'après nos résultats, il parait clair que les BL, qui ont des propriétés antifongiques sont 

généralement considérées comme des démarreurs microbiens inoffensifs, peuvent être un 

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

(Bartkiene et al., 2019). 
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Figure n°29 : Activité antifongique de quelques isolats lactiques, A : contre Aspergilus 

flavus, B et C : contre Aspergilus fumigatus, D : contre Alternaria alternaria, E : contre 

Aspergilus terreus, F, G et H : contre  Neosartorya pseudofischeri, I et J contre Candida 

albicans Ca01 

 

5. Résistance aux antibiotiques (ATB) 

Les 21 souches lactiques productrices des molécules antibactériens et antifongiques ont 

été soumises au test d'antibiogramme a fin d'évalué leur résistance aux ATB. Les ATB utilisés 

font partie des familles "ß-lactame, aminoglycoside, tétracyclines, macrolide, quinolones et 

amino-pénicillines". 

Selon le type d'ATB et l'isolat lactique examiné, le profil de sensibilité et de résistance 

aux différents ATB utilisés, comme indiqué dans le Tableau n°07 et la Figure n°30, était 

variable entre résistant, sensible et intermédiaire. Selon les résultats toutes les souches testées 

étaient sensible à l‘ATB amoxicilline + acide clavulanique (AMC). Ceci est conforme aux 

résultats obtenus par Chang et al., (2009), dans leur travail sur 41 souches de BL isolés de 

A B C D 

E F G H 

I J 
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produits laitiers étaient sensible à l'AMC. Ce résultats s‘avère critique du point de vue de la 

sécurité pour l'utilisation des BL comme probiotiques possibles, car les bactéries probiotiques 

peuvent fonctionner comme un réservoir potentiel de gènes de résistance aux antimicrobiens, 

qui peuvent ensuite être transférés dans le tractus gastro-intestinal lorsqu'ils sont utilisés en 

thérapie (Biswas et al., 2017). Selon Álvarez-Cisneros et Ponce-Alquicira (2018), les BL 

sont porteuses de gènes de résistance qui pourraient se propager à travers la chaîne 

alimentaire entre les humains et les animaux, ainsi que dans l'environnement, de plusieurs 

manières. 

Les ATB devaient pouvoir franchir la paroi cellulaire et interagir avec leur cible. Les 

divers processus de la résistance, sont basés sur la modification du site cible de l'ATB ainsi 

que sur l'abaissement de la concentration d'ATB qui parvient à atteindre la cible cellulaire 

(Álvarez-Cisneros et Ponce-Alquicira, 2018). Les bactéries étudiées, de divers genres, ont 

pu garantir cette capacité avec spécificité ; les bactéries Lactobacillus se sont avérées 

résistantes à l'ampicilline et à la tétracycline dans 60 et 50 % des cas, respectivement. La 

souche Pediococcus PeJ138 était résistante à trois des six ATB testés : érythromycine, 

tétracycline et ciprofloxacine. Les souches d'entérocoques sélectionnées étaient résistantes à 

l'ampicilline dans 57,17 % des cas et 42,85 % à la tétracycline et à la ciprofloxacine. Une 

résistance à l'ampicilline, à la tétracycline et à la ciprofloxacine a été trouvée dans 66,67 % 

des souches de Lactococcus, tandis que la résistance à l'érythromycine a été objectivé a 33,34 

%. La résistance à l'érythromycine chez les membres des BL est généralement acquise selon 

Nawaz et al., (2011)  et est le résultat de la traduction de gène erm(A), erm(C),  erm(T) et 

erm(B) qui a été signalé précédemment spécialement chez les lactobacilles. Les 

caractéristiques de la résistance aux ATB est illustré parfaitement dans les classes des BL 

appartenant à la branche à faible GC, à savoir Lactobacillus, Lactococcus et Pediococcus, 

selon Clementi et Aquilanti (2011). La plupart des gènes de résistance, tels ceux de la 

tétracycline et ceux de  l'érythromycine, ont été trouvés jusqu'à présent dans les espèces de 

Lactobacillus sp. Lactococcus sp. porte également des gènes de résistance tels que tet (M) et 

erm (T), ainsi que des gènes codant pour la résistance au chloramphénicol, à la streptomycine 

et à la tétracycline [tet (S) qui se trouvent sur divers plasmides. La protéine PBP5, est codée 

par des déterminants chromosomiques dans le génome central est considéré comme un 

mécanisme de résistance à la pénicilline chez les entérocoques (Gagetti et al., 2019).  

Zhou et al., 2005 ont étudié la sensibilité aux ATB de nouvelles souches probiotiques de 

Lactobacillus et Bifidobacterium. La diffusion sur disque a été utilisée pour déterminer la 
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résistance à 18 ATB régulièrement utilisés, et la majorité des bactéries étaient résistantes aux 

aminosides comme la gentamicine mais sensibles à l'érythromycine et aux antibiotiques à 

large spectre comme la tétracycline. . Les souches présentant une grande résistance aux ATB 

et aux antimicrobiens sont privilégiées en termes industriels, selon Yerlikaya et al., (2020). 

Tableau n°07 : Résultats d‘antibiogramme (en mm) des isolats lactiques 

          ATB 

Souche 

AMC (30µg) AMP (10µg) GEN (10µg) E 

(15µg) 

TE 

(30µg) 

CIP 

(5µg) 

LbK126 36(S) 24(S) 17(I) 25(S) 27(S) 20(S) 

LbJ19 35(S) 25(S) 17(I) 25(S) 12(R) 20(S) 

LbK101 36(S) 17(R) 17(I) 25(S) 12(R) 17(R) 

LbD108 35(S) 16(R)  12(R) 20(S) 22(S) 27(S) 

LbJ1 35(S) 21(S) 17(I) 23(S) 17(R) 28(S) 

LbD29 32(S) 16(R) 15(I) 20(S) 15(R) 17(R) 

LbJ14 35 (S) 15 (R) 10 (R) 20 (S) 24 (S) 24 (S) 

LbJ7 35(S) 20(S) 17(I) 20(S) 25(S) 24(S) 

LbB123 34(S) 16(R) 19(S) 00(R) 25(S) 27(S) 

LbZ124 30(S) 17(R) 16(I) 17(R) 17(R) 18(R) 

PeJ138 27(S) 23(S) 15(I) 17(R) 17(R) 15(R) 

EnJ65 33(S) 22(S) 19(S) 24(S) 21(S) 25(S) 

EnJ70 32(S) 20(S) 17(I) 00(R) 22(S) 16(R) 

EnB100 26(S) 22(S) 16(I) 20(S) 21(S) 21(S) 

EnK104 30(S) 16(R) 17(I) 20(S) 16(R) 22(S) 

EnK105 27(S) 18(R) 15(I) 20(S) 20(S) 17(R) 

EnK107 27(S) 12(R) 14(R) 23(S) 00(R) 16(R) 

EnD119 35(S) 19(R) 19(S) 28(S) 00(R) 23(S) 

LcJ26 28(S) 15(R) 17(I) 29(S) 00 (R) 17(R) 

LcJ45 31(S) 15(R) 15(I) 25(S) 00 (R) 14(R) 

LcD135 30(S) 21(S) 00(R) 00(R) 22(S) 25(S) 

     R ; résistance, S ; sensible, I ; intermédiaire 

    AMC ; amoxicilline + acide clavulanique, AMP ; ampicilline, GEN ; gentamicine, E ;   

érythromycine, TE ; tétracycline et CIP ; ciprofloxacine.   

 

 

 

 

 

 

Figure n°30 : Antibiogramme de quelques isolats lactiques 
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IV.Identification des BL sélectionnées 

Des tests d'identification ont été réalisés sur les vingt-un isolats suspectés d'être BL et 

répondant à la sélection probiotique et technologique. Les Tableaux n°08 et 09 ainsi que les 

Figures n°31, n°32 et n°33 montrent les résultats de l'identification au niveau de l‘espèce. 

Les souches de lactobacilles LbK126, LbK101, LbJ19, LbJ1, LbJ14, LbJ7, LbD108, 

LbD29, LbB123 et LbZ124  isolées respectivement de Klila, Jben, Dhan, Bouhezza et Zebda 

ont été classés selon leur pouvoir métabolique illustré en deux groupes. Selon Mechai (2009), 

le deuxième groupe de Lactobacilles  anciennement connus sous le nom de Streptobacterium, 

se distinguent par la capacité de créer ou non du gaz pendant la fermentation, bien qu'une 

variété d'acide lactique et d'acide acétique peuvent être le résultat de la dégradation des 

pentoses par la voie hétérofermentaire, avec la phosphocérolase inductible. Lb. plantarum, Lb. 

casei, Lb. rhamnosus et Lb. paracasei subsp. paracasei sont les membres les plus communs 

de ce groupe. Pour le troisième groupe, la hétéroférmentation peut être illustrée après la 

fermentation des hexoses en un mélange métabolique; acide lactique, acide acétique ou 

éthanol et CO2, tandis que les pentoses sont fermentés en acide lactique et acide acétique. Les 

deux espèces Lb. reuteri et Lb. brevis appartiennent à ce groupe. 

Au sein des espèces, les Lactobacilles sélectionnés ont été divisés en quatre espèces (Lb. 

plantarum "5 souches", Lb. brevis "1 souche", Lb. paracasei "3 souches" et Lb. reuteri "1 

souche") et se distinguent par la variété métabolique au sein de chaque espèce,  en fonction de 

la souche, à titre d‘exemple la production de gaz et la fermentation des divers glucides ainsi 

que l‘adaptation et le développement dans les valeurs variables de pH et du Nacl. Ceci est 

expliqué dans l'étude de Douillarde et al., (2013), qui ont démontrés que la capacité 

métabolique de 100 souches de Lactobacillus identifiées comme Lb. rhamnosus variait en 

raison de la présence de dix-sept variables régions codant pour des fonctions liées au mode de 

vie, telles que transport et métabolisme des glucides, production de pilis fixateurs de mucus et 

résistance aux sels biliaires. Smokvina et al., (2013) ont également mis en relation la 

variabilité métabolique de trente-quatre souches différentes de Lb. paracasei à travers 

l'énorme variété et variabilité des cassettes de gènes d'utilisation du sucre, où en fonction des 

souches 25 à 53 cassettes ont été détectées. Grace à leurs gènes structurés en cassettes ou 

modules de gènes, produisant un transporteur variable distinct, un régulateur et des enzymes 

catalytiques, les souches de Lb. plantarum présentent une spécialisation métabolique dépend 

de la souche (Siezen et al., 2010; Siezen et van Hylckama Vlieg, 2011 ). L'origine 
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d'isolement peut avoir un impact sur la diversité métabolique selon Smokvina et al., (2013). 

A titre d'exemple, les trois souches de Lb. paracasei "LbD108, LbJ7 et LbZ124 " dans notre 

étude isolées de Dhan, Jben et Zebda ont démontré une variation de la fermentation en 

fonction du nombre et du type de glucides (Figure n°32). 

Une souche du genre Pediococcus de la collection des BL étudié était particulierement 

remarqué par son pouvoir technologique et probiotique ainsi que par son aspect sain. 

D‘Homofermentation, de croissance à 15, 30, 40 et 45C° mais pas à 10C°, de sa résistance à 

pH 4,4 et Nacl de 6,5% mais pas à pH alcalin 9,6 et de sa  forte halotolérante à 10 et 18 % de 

concentrations de Nacl, ces caractéristiques ont été bien attribués a cette souche désignée  

PeJ138.  Cette derniere a la capacité de fermenter une variété de sucres, y compris l'arabinose, 

le glucose, le sorbitol, la N-acétylglucosamine et même le tagatose et le gluconate. Et a la 

base de ces caractéristiques physiologiques et métaboliques que cette souche a été attribuée à 

l'espèce P.pentosaceus.  notant que dans la même veine, la souche P.pentosaceus codée 

MZF16 a montré une capacité de se développer dans des conditions de faible teneur en sel et 

à des températures allant de 30 à 45 C°, ainsi qu'un équipement enzymatique, à savoir une 

variété d'enzymes dégradant les glucides, telles que N - acétyl-b-glucosaminidase,  la ß-

glucosidase et la α-glucosidase, expliquant pourquoi cette souche peut employer une variété 

des sucres dans leur métabolisme (Zommiti et al., 2018).  

La souche PeJ138 a démontré une adaptation typique à l'espèce P. pentosaceus en 

utilisant le test de biotype Maldi-tof Ms (Tableau n°09), confirmant la classification 

phénotypique. Des conclusions similaires ont été faites dans les études de Doan et al., (2012) 

et Soro-Yao et al., (2014), où l'analyse Maldi-tof Ms était nécessaire pour confirmer la 

catégorisation au sein des espèces des BL, y compris l'espèce P. pentosaceus isolée  à partir 

des articles fermentés. 

Sept des isolats lactiques sélectionnés peuvent  être classés dans le genre Enterococcus, 

tenant compte des critères approfondis ces souches ont été divisées en deux espèces "EnJ65, 

EnJ70, EnK104, EnK105 et EnK107" comme En. faecium et "EnB100 et EnD19" comme En. 

durans. Qui ont montré une variation dans leur adaptation physiologique contre diverses 

conditions hostiles de pH, du Nacl et de température, ainsi qu'une variation métabolique dans 

les profils de fermentation avec l'utilisation de 25 à 27 sucres, selon la souche. 
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 Les réactions à l'identification des souches d'Enterococcus ont varié selon l'endroit 

d‘isolement. Cela était particulièrement évident dans la synthèse d'acide à partir de sucres 

spécifiques par des souches d'En. faecium obtenues à partir de poulets et d'hôtes mammifères 

(Devriese et al., 1987). Les traits d'identification physiologiques essentiels d'Enterococcus 

diffèrent entre les groupes de la même espèce, selon Facklam et Collin, (1989), il est donc 

préférable d'interpréter les résultats des tests clés dans leur ensemble. Selon Yerlikaya et 

Akbulut (2020), les deux espèces En. durans et En. faecium sont considérées comme la 

même espèce dans plusieurs recherches, et seulement quelques paramètres métaboliques, tels 

que la fermentation du raffinose, du sorbitol, d'arabinose et  du mannitol, peuvent les 

distinguer. Ces souches avaient des profils presque identiques dans notre revue, et seul le test 

de Maldi-Tof MS a pu les classer en deux espèces. Cette méthodologie, selon plusieurs 

auteurs, s'est avérée un moyen fiable pour identifier les bactéries lactiques d'origines diverses. 

Stepien-Pysniak et al., (2017) ont découvert que l'utilisation de l'approche Maldi-Tof Ms 

les aidait à différencier entre les membres d'Enterococcus et fournissait une identification 

fiable au sein de l'espèce. Dans leurs recherches, Dobrani et al., (2016) ont démontré que 

Maldi-Tof Ms est une technique capable d'identifier avec succès non seulement les souches 

d'Enterococcus mais tout le microbiote d'un milieu tel que le lait cru, où l'analyse des profils 

spectraux des isolats a donné des résultats d'identification parfaits même pour les souches non 

identifiées ou identifiées uniquement au sein du genre par le système Api. Le test Maldi-Tof 

MS a été utilisé pour identifier avec succès les souches En. faecium, Leuconostoc 

mesenteroides, En. faecalis, Lc. lactis et même P. pentosaceus isolées de fromages artisanaux 

au niveau de l'espèce (Ledina et al., 2018). 

Sur la base des caractéristiques métaboliques et moléculaires, trois souches (LcJ26, LcJ45 

et LcD135) ont été adapté à l'espèce Lc. lactis, dont deux sont attribuées à la sous-espèce Lc. 

lactis subsp. lactis. Ces souches étaient des homofermetaires, poussant à des températures de 

10, 30, 40 et 45 C° sous diverses conditions de pH et de salinité. La souche LcJ26 était 

incapable de s'adapter à la température de 15°C et de croître. Les trois souches utilisaient dix-

sept sucres, dont le L-arabinose, le D-ribose et même la N-acétylglucosamine, dans un profil 

de fermentation comparable (Tableau n° 08). D'après les résultats d'identification 

biochimique, les souches choisies ne répondent pas à 100 % aux tests phénotypiques 

décrivants l'espèce, comme la capacité à résister à l'halotolérance et l‘utilisation de 

saccharose. Le phénotype des souches de Lc. lactis est nécessaire mais insuffisant pour la 

désignation et la différenciation des sous-espèces, selon Kristensen et al., (2020). La 
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tolérance au NaCl (3,4%, 8% et 15%) des souches de démarrage Lc. Lactis a été étudiée, les 

résultats démontrent une résistance différente avec un niveau de cellules viables selon la 

souche, mais aucun changement significatif entre les sous-espèces n'a été découvert. 

Auparavant, les critères taxonomiques pour Lc. lactis et ses sous-espèces étaient basés sur le 

phénotype, et la différenciation était obtenue par la croissance à différentes températures, la 

tolérance au sel et l'utilisation du l‘arginine, Cependant, après l'introduction de méthodes 

d'identification moléculaire, on a découvert que les niches écologiques des souches pourraient 

avoir un impact sur leur phénotype, et qu'une combinaison d'analyses génotypiques et 

phénotypiques est nécessaire pour fournir une identification spécifique des souches 

(McAuliffe, 2018) . Lc. lactis isolée de la flore non laitière, comme dans cette étude, la 

matière végétale fermentée, est souvent liée à la fermentation d'un large spectre de sucres. 

Ceci s'explique par la présence d'une variété de carbohydrates naturellement dans le matériel 

végétal contrairement à l'écosystème laitier. Cela se reflète dans certaines parties des génomes 

où le séquençage du génome entier de souches provenant d'habitats végétaux a révélé qu'" une 

grande partie de ces génomes est dédiée au métabolisme des sucres végétaux " (Siezen et al., 

2011). 

En corrélation avec nos résultats plusieurs enquêtes antérieures ont montré que la flore 

des aliments fermentés artisanaux contient une gamme de BL d'origine, avec une 

prédominance de Lb. plantarum et En. faecium. Les 105 souches lactiques isolées des 

fromages iraniens artisanaux ont été divisées en deux catégories basées sur des critères 

biochimiques et moléculaires, l'une des bacilles dans laquelle Lb. plantarum domine avec un 

pourcentage de 53,6% et une autre des coques avec un pourcentage de 74,47 % de dominance 

d'En. faecium. Les lactobacilles ont également été trouvés sous la forme de Lb. paracasei 

(32,7%), tandis que les cocci ont été trouvées pareillement sous la forme d'En. durans (25,53 

%) (Parsaeimehr et al., 2019). Lb. plantarum (41,6%), Lb. brevis (39,2%), En. faecium 

(13,6%) et En. durans (3,2%) été les BL les plus fréquemment isolées des fromages 

artisanaux (Partovi et al., 2015). Ces micro-organismes sont adaptés à la production de 

fromage selon Luiz et al., (2017). 
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Tableau n°08 : Résultats de test d‘identification physiologiques et biochimiques des souches lactiques sélectionnées 

Souches 

lactiques 

LbK1

26 

Lb

J1

9 

Lb

K1

01 

Lb108 LbJ1 LbD29 LbJ14 LbJ7 LbB1

23 

LbZ124 PeJ138 EnJ65 EnJ70 EnB

100 

EnK1

04 

EnK1

05 

EnK1

07 

EnD

119 

LcJ

26 

LcJ

45 

LcD135 

Production de 

CO2 
+ + + + + - - + + + - - - - + + + - - - - 

Caractérisation physiologiques 

Croissance à 

10C° 
+ + +/- - + + + - + + - - - + - + + + + + + 

Croissance à 

15C° 
- + - +/- - + + + - +/- + - - + - +/- + + - + + 

Croissance à 

30C° 
+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Croissance à 

40C° 
- + + + - + + + + + + + + + + - + + + + + 

Croissance à 

45C° 
+ + - + + + + - - + + + + + + + + + + + + 

Croissance à pH 

4,4 
+ + - - + + - + - + + - - - + - - + + + + 

Croissance à pH 

9,6 
+ - - - + + + + - - - - - + + + - - + + + 

Croissance à 

6.5% NaCl 
+ + - + - - + + - + + + + + + + + + - - + 

Croissance à 

10.0% NaCl 
+ + + + - - - + - + - - - + + - - - - + - 

Croissance à 

18.0% NaCl 
- - - - + + - + - - - - + + - - - - - - - 

Fermentation des sucres 

GLY - + - + - - - - - + - - - - - - - - - - - 

ERY - - - - - - + + - - - + + + + + + + - - - 

DARA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

LARA - + + - + + - - - - + - - - - - - - + + + 

RIB + + + + + + + - + - + + + + + - + + + + + 

DXYL - - - - - - + + - + - + + + + + + + - - - 

LXYL - - - - - - + - - - - + + + + + + + - - - 

ADO - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

MDX - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

GAL + + + + + + - - + + + - - - - - - - + + + 

GLU + + + + + + + + + + + + + - + + + + + + + 

FRU + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

MNE + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

SBE - - - - - - + + - - - + + + + + + + - - - 

RHA - +/- - +/- +/- +/- - - - - - - - - - - - - - - - 

DUL - - - - - - - - - - - +/- +/- - +/- +/- +/- - - - - 
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GLY: Glycérol, ERY: Erythritol, DARA: D-Arabinose, LARA: L-Arabinose, RIB: DRibose, DXYL: D-Xylose, LXYL: L-Xylose, ADO: D-Adonitol, MDX: Méthyl-βD-

Xylopyranoside, GAL: D-Galactose, GLU: D-Glucose, FRU: D-Fructose, MNE: D-Mannose, SBE: L-Sorbose, RHA: L-Rhamnose, DUL: Dulcitol, INO: Inositol, MAN: 

D-Mannitol, SOR: D-Sorbitol, MDM: Méthyl-αDMannopyranoside, MDG: Méthyl-αD-Glucopyranoside, NAG: N-AcétylGlucosamine, AMY: Amygdaline, ARB: 

Arbutine, ESC: Esculine, SAL: Salicine, CEL: D-Cellobiose, MAL: D-Maltose, LAC: D-Lactose, MEL: D-Mélibiose, SAC: D-Saccharose, TRE: D-Trehalose, INU: 

Inuline, MLZ: D-Mélizitose, RAF: D-Raffinose, AMD: Amidon, GLYG: Glycogène, XLT: Xylitol, GEN: Gentiobiose, TUR: D-Turanose, LYX: D-Lyxose, TAG: D-

Tagatose, DFUC: D-Fucose, LFUC:LFucose, DARL: D-Arabitol, LARL: L-Arabitol, GNT: Gluconate, 2KG: 2-CétoGluconate, 5KG: 5- CétoGluconate. 

INO - +/- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

MAN + + + + + + - - - + +/- - - - +/- - - - + +/- +/- 

SOR - + - + + - + + - + - + + + + + + + - - - 

MDM - - - - + + + + - - - + + + + + + + - - - 

MDG - - - - - - - - - - - +/- +/- - - + +/- +/- - - - 

NAG + + + + + + + - + + + + + + + + + + + + + 

AMY + + + + + + + + - + +/- + + + + + + + - - - 

ARB + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

ESC + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

SAL + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

CEL + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

MAL + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

LAC + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +/- 

MEL + + + - + + + + + - - + + + + + + + - - - 

SAC + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

TRE + + + + + + + + + + + + + + + + + + +/- +/- +/- 

INU - - + - - - - + - - - - - - - - - - - - - 

MLZ + + + - + + - - - - - - - - - - - - - - - 

RAF + + + - +/- +/- - + + - - - - - - - - - - - - 

AMD - +/- - +/- - - +/- - - +/- - - +/- +/- - - - + - - - 

GLYG - - +/- - - - - +/- - - - - - - - - - - - - - 

XLT - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

GEN + + + + +/- + + - + + + + + + + + + + + +/- +/- 

TUR - + - - + - - + - - - - - - - - - - - - - 

LYX - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

TAG + + + + - - + - + + + + + + - +/- + +/- - - - 

DFUC - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - 

LFUC - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

DARL - - - - +/- +/- - - - - - - - - - - - - - - - 

LARL - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

GNT - +/- - - +/- +/- + + - - + + + +/- + + + + - - - 

2KG - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

5KG - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
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Figure n° 31 : Résultats du profil fermentaire de six souches lactiques sur la galerie API 50 

CHL après 48 h d‘incubation 

La carte thématique de la Figure n° 32 montre clairement que tous les groupes 

lactiques partagent des propriétés physiologiques similaires ; vingt-une BL appartenant à 

quatre genres et huit espèces ont le même type de fermentation de plus de 15 sucres examinés, 

et certains groupes appartenant à des genres différents partagent même des capacités de 

développement dans des conditions communes. La carte thématique démontre également que 

les différences de classement phénotypique de nombreux isolats peuvent être liées à une seule 

caractéristique ; néanmoins, au sein d'une même espèce, certaines qualités peuvent être 

classées comme intenses, moyennes, voire absentes selon les souches. Par conséquent, les 

informations fournies par ces types de test sont insuffisantes pour une classification standard, 

confirmant notre décision d'utiliser le test Maldi-Tof MS pour assurer l'identification. 
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Figure n° 32 : Carte thermique tracée les activités physiologique et la fermentation des 

carbohydrates par les 21 BL sélectionnés 
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Tableau n°09 : Résultats de test d‘identification Maldi-Tof Ms des souches lactiques 

sélectionnées 

 

 

 

 

 

Souche 

lactique 

Origine 

d’isolement 

Espèce .présumé valeur du score 

de Spectrum 1 

Espèce .présumé valeur du score 

de Spectrum 2 

LbK126 Klila Lactobacillus 

plantarum 

2.314 Lctobacillus 

plantarum 

2.065 

LbJ19 Jben Lactobacillus 

plantarum 

1.823 Lactobacillus 

plantarum 

1.712 

LbK101 Klila Lactobacillus 

brevis 

2.082 Lactobacillus 

brevis 

1.874 

LbD108 Dhan Lactobacillus 

paracasei 

2.288 Lactobacillus 

paracasei 

2.227 

LbJ1 Jben Lactobacillus 

plantarum 

1.939 Lactobacillus 

paraplantarum 

1.884 

LbD29 Dhan Lactobacillus 

plantarum 

1.84 Lactobacillus 

plantarum 

1.769 

LbJ14 Jben Lactobacillus 

plantarum 

1.85 Lactobacillus 

plantarum 

1.769 

LbJ7 Jben Lactobacillus 

paracasei 

1.85 Lactobacillus 

paracasei 

1.85 

LbB123 Bouhezza Lactobacillus 

reuteri 

2.036 Lactobacillus 

reuteri 

1.823 

LbZ124 Zebda Lactobacillus 

paracasei ssp 

paracasei 

1.706 Lactobacillus 

paracasei ssp 

paracasei 

1.833 

PeJ138 Jben Pediococcus 

pentosaceus 
1.772 Pediococcus 

pentosaceus 
1.761 

EnJ65 Jben Enterococcus 

faecium 
2.345 Enterococcus 

faecium 
2.246 

EnJ70 Jben Enterococcus 

faecium 
2.181 Enterococcus 

faecium 
2.081 

EnB100 Bouhezza Enterococcus 

durans 
1.796 Enterococcus 

durans 
1.72 

EnK104 Klila Enterococcus 

faecium 
2.417 Enterococcus 

faecium 
2.245 

EnK105 Klila Enterococcus 

faecium 
2.245 Enterococcus 

faecium 
2.205 

EnK107 Klila Enterococcus 

faecium 
2.502 Enterococcus 

faecium 
2.315 

EnD119 Dhan Enterococcus 

durans 
2.041 Enterococcus 

durans 
2.010 

LcJ26 Jben Lactococcus 

lactis 
2.365 Lactococcus 

lactis 
2.072 

LcJ45 Jben Lactococcus 

lactis sp lactis 
2.264 Lactococcus 

lactis 
2.184 

LcD135 Dhan Lactococcus 

lactis 
1.899 Lactococcus 

lactis 
1.812 
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 Figure n°33 : Spectres de masse de quinze souches lactiques 
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V. Préparation d’un fromage frais à base de ferments mixtes et évaluation de sa qualité   

Le criblage des ferments lactique mixtes et la réalisation de plusieurs fabrications sur de 

minuscules quantités de matières premières à l'échelle du laboratoire sont nécessaires pour 

fabriquer et commercialiser un nouveau produit laitier (Luquet et Corrieu, 2005). 

1. Choix des ferments mixtes 

 Pour répondre aux besoins des clients, les chercheurs ont étudié le mélange des 

différentes souches isolées naturellement ou par des technologies de génie génétique pour 

créer de nouvelles cultures de démarrage dans le but de générer des aliments fermentés plus 

sûrs avec des caractéristiques spécifiques (Bintsis, 2018). 

  Dans cette partie du travail actuel, on s‘ intéresse à l‘évaluation de la capacité de huit BL 

parmi les vingt-une sélectionnées comme bons technologiques et probiotiques qui n'ont pas 

d'interaction négative entre eux à produire des FM, et  comme une quantité adéquate et 

équilibrée de BL doit être choisie pour les FM selon Rakhmanova et al., (2018), douze FM 

ont été créés après une combinaison aléatoire deux par deux (1V/1V) de  BL choisies comme 

suit : 

* FM 1 ; Lb.plantarum (LbJ1) avec En.faecium (EnJ65R). 

* FM2 ; Lb.plantarum (LbJ1) avec En.faecium (EnJ70R). 

* FM3 ; Lb.plantarum (LbD29) avec En.faecium (EnJ65R). 

* FM4 ; Lb.plantarum (LbD29) avec En.faecium (EnJ70R). 

* FM5 ; En.faecium (EnJ70R) avec En.faecium (EnJ65R). 

* FM6 ; Lb.plantarum (LbJ14) avec P.pentasaceus (PeJ138). 

* FM7 ; En.faecium (EnJ65R) avec P.pentasaceus (PeJ138). 

* FM8 ; Lb.paracasei (LbJ7) avec Lc.lactis (LcJ45). 

* FM9 ; Lb.paracasei (LbJ7) avec En.faecium (EnJ70R). 

* FM10 ; Lb.plantarum (LbJ14) avec En.faecium (EnJ70R). 

* FM11 ; Lc.lactis (LcJ45) avec En.faecium (EnJ65R). 

* FM12 ; Lb.plantarum (LbJ1) avec P.pentasaceus (PeJ138). 

Les BL constitutives d'un FM doivent avoir des interactions positives, qui ont un impact 

sur la qualité technologique des produits. Ces interactions, selon Bintsis (2018), sont centrées 

sur la capacité de BL à entreprendre trois processus de dégradation majeurs : la glycolyse, la 

lipolyse et la protéolyse.  
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Les interactions technologiques des douze FM formés sont étudiées, et les résultats sont 

donnés dans les Figures n° 34 et n°35. 

 

 

Figure n°34 : Pouvoir acidifiant de douze ferments mixtes, A : Production de l‘acide lactique 

par les douze ferments mixtes en fonction de temps (H), B : Evolution de pH de milieu sous 

douze ferments mixtes en fonction de temps (H) 

Plusieurs études, y compris la nôtre, ont montré la diversité des résultats des interactions 

positives des FM. Au départ, comme mentionné dans la Figure n° 34, tous les FM ont 

présenté une capacité de production d'acide lactique et une diminution progressive du pH tout 
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au long la durée de test, avec des valeurs variant d'un FM à l'autre.  Après 36 heures de 

l'expérience, la production d'acide lactique par les  FM4, FM5 et FM1 a atteint des niveaux 

intéressants de 15 g/l, 13 g/l et 12 g/l, respectivement. À l'exception de FM5, où une valeur de 

pH inférieure à 5 "4,37" a été observée dans les 16 heures suivant l'incubation dans du lait 

écrémé à 10 %, la réduction du pH pertinente peut également être attribuée à 36 heures de 

test. La combinaison de souches des sous-espèces lactis et cremoris, ainsi que lactis biovar 

diacetylactis, des leuconostoc spp. et Lactobacillus spp., a été créé dans l'étude de Alegria et 

al., (2016), et une évaluation de la coagulation par les neuf starters produits par la 

combinaison a été recherchée. Les résultats ont révélé que tous les starters ont montrés une 

activité coagulante et que la variation de pH avait diminué après 24 heures avec un pH du 

produit final variait de 4,12 à 4,37 selon le starter utilisé. Dans le même ordre d'idées, Ao et 

al., (2012) ont découvert que le pouvoir acidifiant varie en fonction de la culture de 

démarrage ou, plus précisément, du BL qui compose les démarrages employés. 

 

Figure n° 35 : Caractéristiques protéolytiques et  lipolytiques des douze ferments mixtes ; 

HO1% ; Huile d‘olive 1%, HO3% ; Huile d‘olive 3%, HO5%; Huile d‘olive 5%, T80 1%; 

Tween 80 1%; T80 3%; Tween 80 3%, T80 5%; Tween 80 5%; LC10%; Lait écrémé 10%. 

En utilisant du lait écrémé à 10 %, huit des douze FM sélectionnés ont pu hydrolyser les 

protéines du lait ; trois de ces FM ont montré une activité hydrolytique raisonnablement forte, 

avec des moyennes de lyse allant de 20 ± 2,83 à 12 ± 1,41 mm. Lors de l'utilisation d'huile 

d'olive "la source naturelle" avec des concentrations variables, la lipolyse a été documentée 

avec des zones de lyse améliorée par rapport à l'utilisation de la source artificielle Tween 80 
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(Figure n° 35). Dans le milieu lait écrémé à 12 %, la production d'EPS a été enregistrée  par 

tous les FM testés surtout par FM1, FM3 et FM7. Une activité favorable a été observée pour 

la création d'arômes, à l'exception pour les FM4 et FM7. On peut conclure des données 

illustrées variables entre positive, négative avec ou sans intensité (Figure n° 36) que l'activité 

synergique entre les souches composant les FM a influencé leur potentiel technologique. Ceci 

est conforme aux conclusions de Alegria et al., (2016), qui ont constaté que la capacité de 

s'adapter et d'évoluer en tant que groupe affecte le taux de survie ainsi que la capacité 

technologique des souches des starters étudiées. 

 

Figure n° 36 : Carte thermique tracée les activités protéolytiques, lipolytiques, la production 

des EPS et  d'arômes par les douze FM, LC12%; Lait écrémé 12%, LCA; Lait écrémé pour 

l‘activité Aromatisant. 

En prenant comme référence les résultats de pouvoir acidifiant ainsi que ceux mentionnés 

dans la carte thermique (Figure n°36) après une étude statistique des données observées de 

l'activité enzymatique, texturant et aromatisant, les FM4 et FM5 ont été choisis comme les 

plus technologiques par rapport aux autres FM avec une intensité et une variabilité dans 

l'activité. Ces FM sont constitués de souches mésophiles pouvant supporter des températures 

comprises entre 40 et 45 C°. Selon Ayad et al., (2000), les FM présents dans la plupart des 

fromages commercialisés sont classés comme mésophiles, mais une capacité de 
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développement dans la température de 40C° est recherchée, et cela est une caractéristique des 

souches sauvages orientées vers l'utilisation industrielle. 

2. Préparation des fromages frais de type "Jben" 

Deux échantillons de fromage non affiné ont été fabriqués à partir des deux FM choisis. 

Selon Mokoena et al., (2016), les starters probiotiques pour les aliments fermentés 

traditionnels doivent avoir au moins 10
6
 UFC/ml, c'est pourquoi les FM ont été inoculés dans 

du lait pasteurisé avec un ordre de 10
8
 UFC/ml. Le premier fromage frais a été fabriqué par le 

levain FM4 et a été baptisé FC1, tandis que le second a été fabriqué par le levain FM5 et a été 

baptisé FC2. 

Les rendements des deux échantillons produits sont très différents malgré l'utilisation d'un 

même type de lait. dans notre travail ses modification peuvent être attribuées à la 

différentiation des types de ferments lactiques utilisés. Dans les entreprises où une petite 

variation de rentabilité peut avoir un impact économique majeur et se traduit par de grandes 

sommes d'argent, le rendement fromager est un facteur recherché (Guo et al., 2004). Pour le  

FC1  a été de 34,93 % ± 3,64, tandis que pour FC2 a été de 42,25% ± 3,18. Ce résultat est 

cohérent avec la littérature où le fromage frais a généralement un rendement supérieur à 20 % 

(Hadef, 2012). Ceux qui sont  obtenus étaient supérieurs à ceux trouvés dans d'autres 

enquêtes, dont ceux de TADJINE et al., (2019) et Benheddi et Hellal (2019).  Sant'Ana et 

al., (2013) ont expliqué cet attribut en liant les rendements élevés des fromages, notamment 

ceux fabriqués à partir de lait de vache, à leur composition, riche en protéines et en matières 

grasses. 

Après une période de stockage, les activités probiotiques et technologiques du BL dans les 

fromages frais deviennent insuffisantes pour maintenir la qualité du produit final ; cela 

pourrait nuire à la durée de conservation (Bassi et al., 2020). Afin de préserver la qualité 

organoleptique, physico-chimique et microbiologique des échantillons, l'incorporation des 

fromages frais par l'huile essentielle de cannelle de chine " Cinnamon cassia " (HECC) a été 

étudiée et les résultats de la composition physico-chimique, microbiologique et sensorielle des 

fromages frais sans et avec HECC ont été illustrés. 

3. Extraction et Détermination de la composition chimique de l’huile essentielle 

L'huile essentielle de l'écorce de cannelle a été extraite et identifiée à l'aide de méthodes 

d'hydro-distillation et de la CG/MS. L'analyse GC/MS de HECC a été répertoriée dans le 
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Tableau n° 10 et la Figure n° 37 avec les pourcentages, les durées de rétention et 

l'identification chimique. Elle a conduit à l'identification de 42 composants, représentant 

99,144% du total, le (E)-cinnamaldéhyde était le composant majeur avec 87,816%. 1,767%, 

1,222 %, 1,082 % et 1,030% suivent de manière correspondante (E)-acétate de cinnamyle, 

aldéhyde hydrocinnamique,-pinène et 1,8-cinéole. D‘après les recherches de Zolfaghari et 

Ansar (2020)  et Kaániová et al., (2021) la quantité et la qualité de la composition chimique 

des HE peuvent être influencées par les variations des zones géographiques, de périodes de 

récolte, de temps de distillation et de circonstances et même les organes de prélèvement de la 

même espèce et les saisons ou les mois de maturité des branches ou des feuilles. Dans leur 

recherche Parihar et al., (2021) ont rapporté que la composition chimique de HECC a été 

variable selon l‘organe  et le composant dominant obtenu à partir de l'huile volatile d'écorce 

de cannelle été le (cinnamaldéhyde). Alors que selon Zhang et al., (2019), les 

phénylpropanoïdes sont les composants bioactifs trouvés principalement avec le 

cinnamaldéhyde, l'élément représentatif de la plante, dans l'écorce de C. cassia. Ceci est 

cohérent avec nos conclusions. Et comme la qualité de l'huile est déterminée par la quantité de 

produits chimiques bioactifs qu'elle contient, nous pouvons identifier notre échantillon 

comme une HE de haute qualité. Ceci est comparable à plusieurs rapports de recherche qui 

ont signalé que les pourcentages de cinnamaldéhyde, le composant majeure bioactive dans la 

composition chimique de l'écorce de HECC, étaient de l'ordre de 60 à 90 %. Dans le rapport 

scientifique de Werrie et al., (2021) le trans-cinnamaldéhyde  constituait 91,22 % de la 

composition de cette huile, et dans l'analyse GC-MS de neuf échantillons de cette HE Li, YQ 

et al., (2013) ont révélé que la molécule principale était trans-cinnamaldéhyde avec un taux 

variable selon l'échantillon entre 66,28 et 81,97 %. Cette quantité peut se traduire par une 

activité bioactive intense garantissant le pouvoir bioactif de l'HECC mis en jeu. 

 

Figure n°37 : Spectre d'identification de l‘huile essentielle de Cinnamon cassia 
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Tableau n° 10: Composition chimique de l‘huile essentielle de Cinnamon cassia 

Nbr TR IK Composant Pourcentage % 

1 8,2 898 styrene 0,020 

2 9,69 923 Tricyclene 0,010 

3 10,33 933 α-Pinene 1,082 

4 11,37 950 Camphene 0,565 

5 12,53 968 Benzaldehyde 0,255 

6 13,15 978 β-Pinene 0,326 

7 15,84 1018 α-Terpinene 0,018 

8 16,47 1027 para- cymene 0,094 

9 16,73 1031 D-Limonene 0,335 

10 16,98 1034 1,8-Cineole 1,030 

11 18,83 1059 γ-Terpinene 0,033 

12 20,77 1086 Terpinolene 0,042 

13 22,06 1104 linalool 0,098 

14 23,49 1123 Exo-fenchol 0,021 

15 25,24 1147 Methylbenzofuran 0,084 

16 25,58 1152 (Z)-Tagetone 0,011 

17 26,09 1159 Trans-β-terpineol 0,011 

18 26,86 1169 Hydrocinnamic Aldehyde 1,222 

19 27,42 1177 Borneol 0,439 

20 27,96 1184 Terpinen-4-ol 0,469 

21 28,66 1194 p-Cymen-8-ol 0,018 

21 29,15 1201 α-Terpineol 0,988 

22 31 1227 cis-cinnamaldehyde 0,701 

23 32,57 1249 Cumin aldehyde 0,012 

24 35 1284 (E)-cinnamaldehyde 87,816 

25 40,61 1368 Eugenol 0,148 

26 41,11 1375 α-Copaene 0,400 

27 43,47 1412 cis-α-Bergamotene 0,055 

28 43,92 1419 (E)-Caryophyllene 0,169 

29 46,12 1454 (E)-Cinnamyl acetate 1,767 

30 47,44 1475 γ-Gurjunene 0,035 

31 48,91 1498 α-Muurolene 0,122 

32 50,08 1518 δ-Cadinene 0,123 

33 50,36 1523 cis-Calamenene, 0,097 

34 51,54 1543 α-Calacorene 0,030 

35 53,95 1583 Caryophyllene oxide 0,074 

36 56,6 1630 1-epi-cubenol 0,151 

37 56,93 1636 γ-Eudesmol 0,028 

38 57,43 1644 Cubenol 0,040 

39 57,6 1648 α-Muurolol 0,082 

40 57,82 1651 α-Cadinol 0,057 

41 59,15 1675 Cadalene 0,019 

42 67,27 1827 Isopropyl myristate 0,050 

 Total   99,144 
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4. Incorporation de l’HECC dans les fromages frais préparés 

L'incorporation des HE avec d‘autres conservateurs naturels, tels que les BL, peut 

améliorer leur pouvoir de conservation naturel tout en garantissant l'acceptation sensorielle 

des aliments (Barros et al., 2012). Cependant, toutes les HE ne peuvent pas être regroupées 

avec des isolats lactiques, car il a été démontré que certaines d‘entre eux provenant de plantes 

réduisent le taux de survie de ces germes (Badia et al., 2020). 

Les résultats des tests d'antagonisme ainsi que la détermination du type d'activité de 

HECC sur les BL constitutives les levains lactiques utilisés dans la préparation des 

échantillons des fromages non affinés peuvent être illustré dans le Tableau n° 11. 

Tableau n° 11: L‘activité antimicrobienne et les concentrations minimales inhibitrices et 

bactéricides de l'HECC contre les BL des levains 

BL indicatrice Activité 

antagonisme 

CMI CMB 

Lb.plantarum LbD 

29 

11,25±0,35mm 0,25%±00 0,25%±00 

En.faecium EnJ65 14±1,41mm 0,25%±00 0, 25%±00 

En.faecium EnJ70 9,75±1,06mm 0,25%±00 0,25%±00 

 

Les données ont montré des résultats inhibiteurs modestes pour les trois BL testées, avec 

une concentration bactéricide minimale de 0,25 %, par conséquence une dose de 0,125 % 

d‘HE a été introduite dans nos échantillons de fromages pour empêcher le starter lactique 

d'être altéré. Les cultures starter FM4 et FM5 ont été soumis à l'activité inhibitrice de cette 

concentration de HECC pour assurer cette décision, et les résultats ont été négatifs. 

5. Contrôle Physico-chimique des fromages frais préparés sans et avec HECC  

5.1. Composition Chimique des échantillons préparés 

Au cours de différentes jours de stockage (0, 7, 14 et 21) a +4C° la composition chimique 

des deux fromages fabriqués in vitro et traités ou non avec l'HECC a été étudiée et traduite en 

pourcentage donné dans la Figure n°38.  La teneur en matière grasse, extrait sec, teneur en 

azote total et en matière minérale de la matière primaire (lait de vache) ont été également 

démontrés. 

D‘abord, pour la matière de base, plusieurs recherches antérieures ont évalué la 

composition de lait de vache afin d‘étudier sa capacité dans la préparation des produits 

fermentés, telles que celles d'Azizkhani et al., (2021), et de Vargas-Bello-Pérezet al., 
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(2021), ont trouvé des valeurs presque identiques aux nôtres. Ces valeurs ont été 

significativement modifiées en peu de temps sous l'effet des ferments lactiques FM4 et FM5, 

avec un changement significatif dans l'ensemble des valeurs de la composition. La teneur en 

matières grasses passe de 3,90 % à 24,80 % et 25,02 %, la teneur en solides passe de 38,57 % 

à 37,60 % et 51,30 %, la matière minérale passe de 0,43% à 3,11 % et 1,5 %, et la teneur 

totale en azote passe de 0,61 % à 3,76 %et 3,85 % et 3,85 % et de protéines brutes de 3,81 % 

à 23,50 % et 24, 10 %. Contrairement à Terzic-Vidojevic et al., (2015), qui ont obtenu des 

valeurs relativement faibles par rapport aux résultats obtenus dans le travail actuel, que ce soit 

pour le fromage blanc mariné; la teneur en matière sèche était 47,04 %± 0,02 à  47,30 % ± 

0,01, la teneur en protéines de 20,60 % ± 0,88 à 17,21 % ± 0,56 et du  matière grasse de 20,09 

% ± 0,26 à 26,64 % ± 0,19 ou des fromages frais à pâte molle composés de 14,60 % ± 0,01- 

17,99 % ± 0,01 de matière sèche 8,52 % ± 0,96 11,58 % ± 1,14 de protéines et 0,08 % ± 0,01- 

0,58 % ± 0,04 de matières grasses, et Benheddi et Hellal (2019) ont obtenu des valeurs 

inférieures aux nôtres dans leur fromage frais "Jben" créé en synergie d'enzymes isolées de 

fleurs de Cynara cardunculus L. et de souches mixtes de BL ; divers travaux publiés sont en 

accord avec nos données.  

A titre d‘exemple Ortiz-Estrada et al., (2020) ont montré que la valeur des teneurs en 

protéines, matières grasses et cendres dans les fromages artisanaux mexicains préparés avec 

du lait de vache étaient respectivement "24–28 %, 36–43 % et 2,4–4,1 %". Le fromage 

Algerian artisanal affiné Bouhazza a été aussi évalué par Medjoudj et al., (2020) sa 

composition physico-chimique composé majoritairement de matière sèche (41,30% ± 8,30), 

matières grasses (29,64 % ± 6,76) et cendres (3,67 % ± 1,91). 

A partir de la Figure n° 38, il est évident que l'ajout de HECC aux échantillons de 

fromage a eu une influence sur toutes les valeurs des composés, cependant il n'y avait pas de 

différences significatives entre les échantillons avec et sans cette HE (p < 0,05) et ceci au 

cours des différentes jours de conservation à froid.  
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Figure n° 38: Composition chimique du lait de vache, de fromages frais nature et de fromages frais additionnés d‘HECC
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Les teneurs en divers composés du FC2 sans HE, qui ont été générés par le levain 

constitué par deux souches appartenant à l'espèce En. faceium a présenté une baisse 

significative par rapport à FC2 + HECC après 14 jours de stockage. Cela était clairement noté 

dans l'analyse des composantes principale "ACP" de divers composants des fromages créés 

(Figure n°39), où les échantillons FC2 de 14 et 21 jours ont été classés significativement plus 

bas que les autres échantillons en termes de qualité des composants cibles. Cela peut 

s'expliquer par le fait que seule une faible quantité de composés phénoliques a été détectée 

dans les fromages, ce qui implique que l'activité antioxydante des composés phénoliques « 

natifs » du fromage est très faible et qu'elle se détériore (Ritota et Manz, 2020). Une stratégie 

pour augmenter la teneur en polyphénols des fromages a été employé en ajoutant une plante 

naturelle ou ses dérivés, en partant du fait que les plantes ont souvent un grand nombre de 

composés phénoliques, qui se distinguent par leur activité retardatrice l'autooxydation de tout 

matériau présent en présence d'oxygène (Amorati et Valgimigli, 2018 ; Fiescu et al., 2018). 

En conséquence, des scores cohérents des produits chimiques recherchés dans la présente 

étude ont été traduits positivement par l'ajout de HECC dans les fromages. L'importance de 

ces résultats a été expliquée par Singh et al., (2021), qui ont trouvé que l'activité positive 

créée par Cinamon cassia était directement liée à son pouvoir antioxydant, qui pourrait être 

dû à la teneur en cinnamaldéhyde, qui représente 84, 45% de la composition chimique dans 

leur échantillon, ou l'effet combiné des divers composés bioactives, qui donne effectivement 

le proton aux radicaux DPPH. 

L'ACP, qui s'appuie sur les résultats obtenus pour les variables teneurs en azote total, 

teneurs en protéines brutes, teneurs en matière sèche, humidité, matière grasse et teneurs en 

minéraux, a permis de classer les échantillons de fromages en fonction de leur qualité et ses 

composants cibles au cours de  21 jours de stockage. Les deux facteurs F1 et F2 ont été 

choisis dans la première partie sur la base des valeurs propres de la matrice de corrélation 

acquise par l'ACP, où la variance totale à 100 % a été distribuée selon six valeurs propres et 

une chute d'au moins 25 % entre la deuxième et troisième position a été notée. Le modèle F1 

et F2 utilisés a présenté respectivement 54,284% et 35,117 % de variabilité et, collectivement, 

ils ont représenté 89,40 % de la variance. La projection des points représentant les 

échantillons est illustrée dans la Figure n° 39 à l'aide du plan (F1 et F2). 
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Figure n°39 : Analyse en Composantes principales pour les échantillons de fromages frais 

préparés traité ou non par HECC pour les variables teneur en Azote totale, teneur en protéine 

brute, teneur en matière sec, humidité, teneur en matière grasse et en matière minérale. 

 

Selon la proximité de l'extrémité, les facteurs variables sont bien représentés dans le plan 

factoriel, la même observation a été signalée pour les différents échantillons étudiés. A 

l'exception de FC 2 (14D), FC2 (21D), FC1 (21D) et FC1 + CCEO (21D), les fromages ont 

formé un groupe dans l'axe positif des variables examinées, ils étaient ceux avec des valeurs 

puissantes d'azote total, de protéines brutes, de matière sèche et de matières grasses. Parmi 

eux seuls les fromages FC1 (7D), FC1 + CCEO (7D), FC1 (14D) et FC1 + CCEO (14D) 

avaient le pourcentage le plus élevé de matière minérale et ont donc été classés dans un 

groupe distinct. La valeur des composés du fromage pendant le stockage est le résultat des 

produits métaboliques acides des BL, selon Barukcic et al., (2020). Comme suite, 

l'augmentation de la teneur en minéraux peut être liée à l'utilisation de matières grasses et à la 

production d'acides gras libres, ainsi que la dégradation des protéines et la diffamation des 

acides aminés, qui sont tous les deux des processus de maturation plutôt que des propriétés de 

plusieurs fromages, et une condition qui favorise l'absorption des minéraux, en particulier du 

calcium, qui est contenu dans les ponts Ca-phosphate de la caséine micelles. 
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A partir de la Figuren°39, la matière primaire (CW) a été trouvée avec un grand écart en 

comparaison avec les échantillons préparés, cela est dû à ses valeurs faibles enregistrées.  

À la fin de cette analyse, les fromages fabriqués par les levains lactiques in vitro 

additionnés ou non par HECC, FC2 (0D), FC1 (0D), FC1+CCEO (0D), FC2+CCEO (7D) et 

FC2+CCEO (14D) ont manifesté la composition chimique la plus intéressante. 

5.2. pH et acidité titrable 

L'acidité intrinsèque du lait est due à sa teneur en caséine de 80%, cependant la baisse du 

pH peut être 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 les fromages fabriqués par les levains lactiques pendant les trois 

semaines de stockage ont été illustrées dans la Figure n°40. Les valeurs de pH enregistrées 

étaient inférieures à ceux de Benheddi et Hellal (2019) et Tadjine et al., (2020), alors 

qu‘elles étaient similaires à celles obtenues par Sánchez-Gamboa et al., (2018) pour le 

fromage Chihuahua mexicain et le fromage Herzégovine étudiés par Vladimr et al., (2020). 

 

 

Figure n° 40: Valeurs de pH et d‘acide lactique des fromages élaborés pendant les 21 jours de 

conservation  

 Le pH et les niveaux d'acide lactique dans les échantillons de fromage qui n'ont pas été 

traités avec HECC ont considérablement diminué durant le stockage. Les fromages traités par 

HECC ont maintenu des valeurs constantes (Figure n°40). La stabilité des valeurs d'acidité 
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les bactéries d'altération affectant les cultures de démarrage lactique, où la faible valeur du pH 

pendant la période de stockage résulte principalement de la fermentation du lactose en l'acide 

lactique avec du BL viable Yangilar et Yildiz (2018); Zolfaghari et Ansar (2020). 

6. Contrôle Microbiologique des fromages frais préparés sans et avec HECC  

La conservation des aliments est centrée sur la recherche d'aliments à haute valeur 

nutritionnelle et à durabilité microbiologique (Devlieghere et al., 2004). Selon la 

réglementation algérienne, le lait de vache non pasteurisé et les fromages produits sont testés 

pour le pathogène E. Coli, Staphylococcus  à coagulase positive, Salmonella sp. et Listeria 

monocytogenes. 

Au cours des dernières décennies, E. coli a été associée à un certain nombre d'épidémies 

liées à une variété d'aliments prêts à manger, y compris la viande, les fruits de mer, les 

produits laitiers et les légumes. Les aliments contaminés par E. coli pathogène peuvent 

provoquer une diarrhée aqueuse qui peut être chronique, des vomissements, ainsi que des 

complications plus graves telles que la colite hémorragique, l'insuffisance rénale terminale et, 

dans certains cas, le syndrome hémolytique et urémique (Munekata et al., 2020). 

Staphylococcus aureus (staphylococcus à coagulase positive) qui produisent des 

entérotoxines, en particulier est une bactérie pathogène liée aux grandes épidémies 

d'intoxication alimentaire, principalement causées par des produits carnés contaminés.  Et qui 

represente de serieux problèmes dans le secteur alimentaire dans de nombreux pays, pour cela 

de nombreux efforts pour lutter contre la contamination des aliments par cette bactérie sont en 

établis (Barros et al., 2012). 

Salmonella sp. a été détectée dans presque tous les produits laitiers, en particulier le 

fromage et les produits liés au fromage (Laslo et al., 2018).  Responsable de  fièvre, des 

coliques abdominales, des diarrhées et des vomissements qui sont des symptômes majeurs . 

Cette maladie préoccupe la santé publique, en particulier chez les enfants et les personnes 

âgées, ainsi que chez les immunodéprimées, qui peuvent présenter des tableaux plus graves 

(Agregán et al., 2021). 

Du fait de la production de biofilms, L. monocytogenes, bactérie Gram-positive hautement 

pathogène, possède un pouvoir de résistance élevé. Sa capacité à survivre et à proliférer dans 

une large gamme de matrices alimentaires est due à sa tolérance aux conditions physico-

chimiques défavorables. Cette bactérie est la cause la plus fréquente de listériose, une maladie 
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qui peut provoquer une septicémie, une méningo-encéphalite, un avortement ou une infection 

néonatale avec un taux de létalité élevé (20-30 %) même en l'absence de résistance aux ATB 

(Amajoud et al., 2018). 

En raison des problèmes majeurs que ces bactéries pathogènes ont générés, la législation 

algérienne a imposé des contrôles stricts et des limites sur leur présence dans le lait et le 

fromage. Dans le journal officiel n° : 39 du 02/07/ 2017 pour le lait cru et les fromages à base 

de lait ou de lactosérum pasteurisé, un tableau  montre les limites d'acceptabilité de ces 

germes. 

Contrairement au lait de vache qui a été contaminé par E.coli à raison de 3,8 ×10
2
 

UFC/mL, mais selon les normes Algérienne (m = 5×10
2
 et M = 5×10

3
), aucune identification 

d'aucun de ces microorganismes pathogènes n'a été retrouvée dans les fromages traités avec 

ou sans HE au cours de  21 jours de stockage. Nos articles sont sains et ont une grande 

douceur microbiologique, selon les résultats de notre analyse. 

La force antibactérienne élevée des souches lactiques qui composent les levains de 

fabrication permet d'expliquer ces résultats, comme le montre la Figure n°27  qui résume leur 

pouvoir antagoniste. Ces résultats sont comparables à ceux de Ortolani et al., (2010) ; 

Castro et al., (2018) ; Sindi et al., (2020), qui ont démontré la capacité des BL autochtones 

du lait cru et du fromage à pâte molle, du fromage de chèvre Coalho et du kéfir à combattre 

ces bactéries pathogènes. Parce que les BL sont présentes dans tous les aliments fermentés les 

produits laitiers tels que le fromage à pâte molle et dure ont une longue histoire d'utilisation 

sûre, elles sont le meilleur choix pour une utilisation en tant que micro-organismes protecteurs 

(Kasra-Kermanshahi et al., 2015). 

Le pouvoir antagoniste des HECC, comme le montrent divers articles publiés Oussalah et 

al., (2007) ; de Oliveira et al., (2012) ; Thielmann et al., (2019) ; Nematollahi et al., 

(2020), pourrait être la clé de la stérilité microbiologique des fromages frais traités avec cette 

HE. Cela pourrait également être attribuable à la force d'antagonisme combiné des starters 

lactiques et l‘HECC. 

L'effet synergique de l'activité antimicrobienne des BL et des HE a été démontré dans 

quelques études antérieures, comme Barrous et al., (2012), qui ont montré l'apparition d'un 

effet inhibiteur puisant de l'application combinée d'HE d'Origanum vulgare L. et des souches 

lactiques contre S.aureus. Le potentiel antibactérien accru de cette combinaison, selon Lin et 
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al., (2004), est dû à la rupture de la membrane cellulaire causée par l'HE, ce qui rend les 

bactéries plus sensibles aux conditions acides causées par la formation d'acides organiques par 

les BL. Les bactériocines et les HE en association ont également été démontrées utiles selon 

Turgis et al., (2012). Cette stratégie, selon de nombreux auteurs tels Ndoti-Nembe et al., 

(2015) et Iseppi et al., (2020), est une approche promoteur pour lutter contre les bactéries 

comme L. monocytogenes résistantes aux conditions hostiles induites par les conservateurs 

courants. 

Pendant la période de rétention, l'influence de HECC sur le BL des échantillons a été 

évaluée. Le taux de survie des BL dans tous les échantillons préparés a rapidement diminué 

dans les 7 jours de préservation comme le montre la Figure n°41. Le taux de survie a 

augmenté après 14 jours. L'intérêt est que, à l'exception du FC2, le taux de survie du BL dans 

le même fromage traité ou non traité avec HECC était presque identique au cours des 21 jours 

de stockage. Le nombre logarithmique initial de BL pour les différents échantillons variait de 

9,25 log (UFC/g) et 9,17 log (UFC/g), avec des valeurs allant de 8,08 log (UFC/g) à 8,93 log 

(UFC/g) tout au long le cours de 21 jours. 

 

Figure n°41 : Données expérimentales et courbes de croissance ajustées de BL dans les  

fromages préparés conservée à 4 °C additionnée ou non de l‘HECC 

En comparaison avec les résultats de Souza et al., (2016), qui ont étudié les effets 

inhibiteurs de l'HE d'Origanum vulgare L sur le starter mésophile composé de BL (Lc. lactis 

subsp. Lactis et Lc. lactis subsp. cremoris) dans Brazilian Coalho Cheese Systems et les 

conclusions de Badia et al., (2020), qui ont étudié l'influence des HEs d'origan et de romarin 

sur la croissance des BL dans les saucisses toscanes réfrigérées sous vide, le taux de survie 
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des BL dans cette étude était plus important . En revanche, l'ajout de HECC à nos échantillons 

de fromage, à savoir FC2 + CCEO du  21 jours de stockage au froid, a généré un cadre dans 

lequel nous avons pu voir une compatibilité logarithmique intéressante de BL par rapport au 

FC2 seul. Dans la même ligne et sur la base des produits chimiques biologiquement actifs des 

écorces d'orange, Jimborean et al., (2016) ont découvert que le  l'HE d'orange intégré dans le 

yaourt préparé in vitro  favorisait la survie des BL. 

7. Contrôle Sensorielle des fromages frais préparés sans et avec HECC  

Les caractéristiques sensorielles d'un produit sont cruciales pour déterminer s'il sera 

accepté ou non. La Figure n°42 illustre les qualités sensorielles des fromages frais 

additionnés ou non d'HECC pendant un stockage au froid de 3 semaines. Les scores sensoriels 

des échantillons de fromage sans HE le premier jour de production variaient de 3 à 10, avant 

de passer à des valeurs comprises entre 8 et 10 après une semaine de stockage dans la 

deuxième scène d'égouttage, comme le montre la Figure n°42. Le premier jour de stockage, 

les panélistes ont attribué le score le plus élevé au FC2 et au septième jour de stockage, ils ont 

attribué les scores les plus élevés aux deux fromages qui n'avaient pas été traités avec HE. 

Ceci est la conséquence du métabolisme bactérien, qui reflète directement sur la composition 

chimique des produits finaux et, par conséquent, leur acceptabilité sensorielle. 

 

Figure n° 42: Scores de l‘acceptabilité générale des fromages fabriqués avec les levains 

lactiques additionnés ou non avec HECC 
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La texture de FC1 a été décrite comme « lisse et régulière » dans la majorité des cas de 

dégustation, alors que la texture de FC2 a été décrite comme « rugueuse et irrégulière ». Pour 

les fromages non traités aux HE, le parfum et l'odeur ont pris les caractéristiques du 

métabolisme lactique et de la matière primaire, avec un goût de yaourt et de lait frais et un 

arôme puissant. Les fromages frais avec HE ont reçu la saveur « doux et épicé » par les 

dégustateurs. Les fromages non traités ont présenté des défauts d'amertume après 14 jours de 

stockage, tandis que les fromages traités avec l‘HECC ont conservé leur saveur épicée avec 

un goût très court pour la plupart des dégustateurs. Dans toutes les observations, la couleur 

des fromages sans HE était blanchâtre, alors que l'ajout d'HE rendait la teinte blanche crème 

(Figure n°43). 

En raison du changement de couleur après 14 jours de stockage, la dégustation était 

limitée et les notes d'acceptation étaient basées uniquement sur les caractéristiques visuelles et 

aromatiques. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°43 : Aspect macroscopique des fromages frais préparés, A : Le jour de préparation, 

B : Après vingt-un jours de stockage 

Après 14 jours de stockage à 4°C, le FC2 généré par le levain FM5 a connu une 

diminution significative (P<0,05) des scores d'évaluation jusqu'à 1 avec un changement de 

couleur (Figure n°43), tandis que le FC1 a maintenu un score de 7 sans changement 

significatif de couleur. D'une part Ardalanian et Fadaei (2018) ont lié la baisse des scores 

sensoriels après stockage à la prolifération incontrôlée de micro-organismes tels que les 
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levures, qui ont progressivement produit des composés conférant au produit des 

caractéristiques inappropriées. La capacité antagoniste restreinte combinée des deux souches 

d'En.faceium à lutter contre les différents microorganismes d'altération et peut expliquer les 

valeurs basses dans le FC2 préparé par ces  deux souches (FM5). En revanche, Ehsani et al., 

(2016) ont constaté que la baisse des scores organoleptiques pendant le stockage pourrait être 

due aux processus lipolytiques et protéolytiques des micro-organismes, même le starter 

lactique avec une production des acides organiques en continu. 

Les échantillons enrichis avec HE ont obtenu des scores de qualité plus élevés après 14 

jours de stockage que l'échantillon témoin contenant simplement des ferments lactiques ; le 

produit le plus acceptable était FC2 + CCEO, qui a reçu un 8 ; néanmoins, FC1 + CCEO a 

reçu un 7,5. Les résultats sensoriels de ces derniers pourraient être liés au pouvoir 

antibactérien de HECC, qui empêche la propagation des micro-organismes d'altérations 

pendant le temps de stockage. De manière surprenante, même après 21 jours de stockage, la 

composition chimique des fromages contenant de l'HE reste constante, comme indiqué ci-

dessus, de même que les caractéristiques organoleptiques (Figure n°38 et n°42). La 

conclusion similaire a été faite par Zhang et al., (2019), qui ont examiné les effets de l'ajout 

de 0,1 à 0,5% de HE de cannelle aux saucisses italiennes fraîches et les a trouvés bénéfiques. 

Cependant, Selim (2011) a affirmé que l'enrichissement de la feta le fromage avec de grandes 

concentrations d'HE de clou de girofle et d'arbre à thé, qui est nécessaire pour l'activité 

antibactérienne, a donné aux échantillons un fort contre-arôme. Selon El-Sayed et Youssef 

(2019), l'utilisation des HE est principalement limitée à des concentrations élevées afin 

d'éviter d'altérer les qualités sensorielles majeures du produit. Dans le même concept le 

chocolat noir avec une faible teneur en HE de 0,25 % de Cinnamone sp. a obtenu la plus haute 

approbation des panélistes dans l'étude Dwijatmoko et al., (2016).  

La faible concentration de 0,125 % utilisée dans notre étude était un avantage de HECC 

en termes d'assurance de l'activité antibactérienne ainsi que la stabilité organoleptique des 

produits finaux, et les résultats étaient plus intéressants que dans les enquêtes précédentes.
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Les aliments fermentés sont des aliments importants sur le plan nutritionnel qui ont des 

effets bénéfiques sur la sante humaine, en particulier ceux produits par des microorganismes 

comme les BL. 

Les BL sont largement utilisées dans l‘industrie alimentaire, en exploitant leur pouvoir 

métabolique pour transformer les matières primaires, ainsi que pour prolonger la conservation 

des produits finaux en produisant des molécules bioactives avec un spectre d‗activité contre 

les germes pathogènes et d‗altération. De plus, leur capacité à produire des biomolécules est 

particulièrement utile dans l'industrie pharmaceutique. 

La maitrise de l‗utilisation de ces bactéries pour la préparation d‘aliments fermentés 

nécessite une connaissance préalable des principaux processus métaboliques, de leurs 

interactions avec les autres microorganismes et de leurs mécanismes de défense. 

L'objectif principal de la thèse était d'isoler des BL à partir des produits laitiers fermentés 

artisanaux fabriqués dans des fermes des régions rurales de Tébessa, Souk-Ahras et Oum el-

Bouaghi. Une fois isolées, ces bactéries ont fait l'objet d‘une caractérisation de leurs pouvoirs 

technologiques et probiotiques dans le but d'obtenir des ferments lactiques performants et 

d'évaluer leurs effets sur la qualité des denrées laitières produites. 

À partir de 87 échantillons de produits laitiers fermentés, 175 isolats répondant aux critères 

de bactéries lactiques ont été sélectionnés. Ils ont été attribués, sur la base des critères 

morphologiques et physiologiques, aux genres : Lactococcus spp. (56,58 %), Enterococcus 

spp. (11,62%), Lacobacillus spp. (25,58%) et Pediococcus spp. (6,20%). 

Les résultats de l‘étude des aptitudes technologiques ont montré que la production d'acide 

lactique s'est avérée importante avec une différence non significative (P > 0,05) de  

production entre les quatre genres en fonction du temps. L‗acidité titrable était remarquable 

dans les cultures d'Enterococcus et de Lactococcus dans l'intervalle de 4 à 24 heures 

d‗incubation, et dans les cultures de Lactobacillus et de Pediococcus après 48 heures 

d'incubation. La quantité d‘acide lactique produite était respectivement comprise entre 2,1-5 

g/l, 2-4,9g/l, 2-5g/l et 3,1-4,7 g/l pour les Lactobacillus, Pediococcus, Enterococcus et 

Lactococcus après 2H de test, et ces valeurs sont passées respectivement jusqu‘ à 15,6g/l, 

16g/l, 13,5g/l et 15,5g/l après 48H. 
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Pour l‗activité protéolytique, la majorité des isolats présentaient une activité variable selon 

le genre avec des zones de lyse entre 9 et 20 mm de diamètre, les genres Lactobacillus et 

Lactococcus ont présenté des activités remarquables.  

Quant à l‗activité lipolytique, les isolats  lactiques ont décomposé les substrats lipidiques 

de diverses manières. Les genres Lactobacillus, Lactococcus et Pediococcus,  se caractérisent 

par des niveaux d'activité avec une variabilité significative (p<0 ,05) notamment entre les 

deux facteurs : concentration et nature des sources lipidiques; la source naturelle de lipides 

"huile d'olive" à des concentrations variables (1%, 3% et 5%) a présenté la plus grande 

activité qui se traduit par des zones claires allant de 8 à 19 mm. L‗étude des autres aptitudes 

technologiques "texturants et aromatisants "ont démontré de bonnes fonctionnalités. 

Bien que tous les isolats testés aient fourni des résultats intéressants, vingt-et-un d'entre 

eux ont montré un très fort potentiel technologique, essentiel dans l'industrie alimentaire. Les 

21 isolats sélectionnés ont été codés comme suit : LbK126, LbJ19, LbK101, LbD108, LbJ1, 

LbD29, LbJ14, LbJ7, LbB123, LbZ124, PeJ138, EnJ65, EnJ70, EnB100, EnK104, EnK105, 

EnK107, EnD119, LcJ26, LcJ45, LcD135. Dans le même contexte, ces isolats ont montré des 

aptitudes probiotiques particulièrement importantes, avec une résistance remarquable aux 

circonstances hostiles telles que l'acidité et les sels biliaires. 

Les deux genres Lactobacillus et Lactococcus présentant la stabilité la plus élevée aux pH 

acides pendant les trois heures du test. La souche LbJ1 était la souche la plus résistante où des 

taux de survie dans l‗ordre de 90,88%, 88,51% et de 89,89% ont été illustrés respectivement 

aux pH1, 2 et 3. En plus, les Lactobacillus ont résisté à une activité biliaire excessive aux pH 

acides avec de bons taux de survie et une variabilité non significative (p>0,05). Après 4 

heures d'incubation à pH 2, 2,5 et 6,5, les isolats représentatifs de ce genre ont résisté avec des 

taux de survie de 70,01, 83,07 et 87,23 %, respectivement. 

La plupart des BL isolées et sélectionnées dans notre travail étaient en plus capables de 

synthétiser des composés inhibiteurs à large spectre d'activité contre les bactéries Gram 

positives et Gram négatives y compris les SARM et les entérobactéries productrices des 

BLSE et des carbapénèmases, ainsi que contre les champignons unicellulaires et 

multicellulaires. 

En ce qui concerne l‗activité antibactérienne, les surnageants natifs de 75 isolats lactiques 

avaient une activité antagoniste, parmi lesquels, 21 isolats ont montré un effet significatif, 
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avec des pourcentages d'inhibition allant de 50 à 94,44 % et des zones d‗inhibition allant 

jusqu‘à 21 mm.  L‘isolat d‗Enterococcus "EnB100" a montré une activité contre 17/18 

souches indicatrices, tandis que l‘isolat de Lactococcus "LcJ26" avait le plus grand diamètre. 

De plus, les isolats EnK105, EnB100 et LbD108 avaient une efficacité inhabituelle contre 

toutes les bactéries Gram- testées. 

L'activité antifongique des BL a été testée contre une variété de champignons d'origine 

alimentaire et de levures d‘origine clinique en utilisant respectivement la méthode de double 

couche et la méthode des puits. Ainsi, 21 isolats lactiques ont révélé un bon pouvoir 

antagoniste avec des zones variant de 5 à 30 mm de diamètre. L‘isolat LbD29 avait le 

diamètre le plus élevé (30 mm) et les deux isolats d'entérocoques EnJ65 et EnJ70 avaient la 

plus haute efficacité, avec une inhibition de la croissance de 7 parmi les 9 moisissures et 

levures testés. 

Les 21 isolats sélectionnées ont été ensuite identifiés comme : Lactobacillus plantarum 

(cinq souches), Lb.brevis (une souche), Lb. paracasei (trois souches) et Lb.reuteri (une 

souche), Pediococcus pentosaceus (une souche), Enterococcus faecium (cinq souches), 

En.durans (deux souches), Lactococcus lactis (trois souches, dont deux sont attribuées à la 

sous-espèce Lactococcus lactis subsp. Lactis). Ils ont été soumis à des tests d'interaction pour 

voir les quelles cohabitent en groupes pour former des ferments mixtes. 

Ainsi, douze ferments mixtes, FM1 jusqu'à FM12, ont été générés et testés pour leurs 

aptitudes technologiques et les interactions entre les deux souches constitutives. Pour la 

fabrication du fromage frais, deux ferments, FM4 et FM5 ont été choisis, comme les plus 

technologiques par rapport aux autres FM, sur la base des résultats de pouvoir acidifiant ainsi 

que ceux décrits dans la carte Thermique après évaluation statistique. 

Les deux ferments ont permis de fabriquer deux types de fromage. Les résultats de 

l‘analyse physicochimique de ces échantillons ont révélé que les valeurs de pH étaient 

comprises entre 5,71 et 5,9 dans le premier jour de production et entre 4,85 et 4,73 dans le 

21
ème

 jour de conservation pour les fromages 1 et 2 respectivement. En parallèle, la 

production de l'acide lactique était entre 1,78 et 1,54 g/l dans le premier jour de production, et 

entre 0,67 et 0,81 g/l dans le 21
ème

 jour de stockage pour les fromages 1 et 2 respectivement. 

Pour les composants chimiques des fromages préparés tels que les teneurs en azotes ou en 

acide gras, les résultats révélés sont intéressants par rapport à d‗autres études précédentes, et 
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pour définir le fromage avec la meilleure composition, un test statistique en composantes 

principales "ACP" a été réalisé. 

Aux différents jours de stockage, l‘analyse bactériologique des fromages fabriqués a été 

réalisée selon les journaux officiels Algériens et les résultats ont révélé une stérilité absolue. 

L'étude sensorielle a montré que les deux fromages ont différents niveaux d'acceptabilité avec 

des saveurs diverses, ainsi que des descriptions sensorielles variables liées à chaque 

échantillon. 

Sur la base de ces résultats, la fabrication de fromage frais par notre FM a eu un impact 

substantiel sur la composition du lait de vache utilisé comme ingrédient principal. En 

conséquence, les produits métaboliques des BL sont responsables de la valeur des composants 

chimiques du fromage pendant la conservation. 

Cependant, les valeurs de pH et d'acidité Dornic, ainsi que la composition chimique des 

échantillons de fromage, ont été significativement diminuées après 14 jours de stockage. 

L'inclusion d'huile essentielle de Cinnamon cassia a été développée pour prolonger la 

durée de conservation des fromages fabriqués. 

En conclusion, l‘étude des isolats lactiques a révélé des qualités technologiques et 

probiotiques pertinentes, qui peuvent être exploitées pour améliorer la qualité organoleptique 

du produit tout en inhibant la croissance des micro-organismes contaminants. Ainsi, notre 

étude indique l'importance des niches écologiques que remplissent les aliments fermentés 

artisanalement qui constituent un outil de sélection des souches performantes. 

Perspectives 

Les résultats de notre recherche ne sont que le début d'une enquête supplémentaire ; 

nombreux aspects peuvent donc être abordés : 

* Identification moléculaire approfondie des souches lactiques sélectionnées; 

* Analyse génétique du système plasmidique; 

* Caractérisation des molécules bioactives produites par les souches de notre collection; 
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* Détermination des concentrations minimales inhibitrices des composés antimicrobiens 

générés et évaluation de l'impact des conditions nutritionnelles et physicochimiques sur leur 

synthèse; 

* Optimisation de la production des produits laitiers par les ferments mixtes autochtones; 

* Etude de la stabilisation de ces ferments dans les procédures industrielles de fabrication; 

* Utilisation d‘autres extrait bioactifs des plantes médicinales comme conservateurs naturels 

tout en étudiant leur cyto-toxicité. 
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Annexe I. Composition des milieux de culture et du tompon 

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

1. Bouillon BGLBB (Brilliant Green Lactose Bile Broth) 

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

* Vert brillant …………………………………..0.0133g 

* Lactose ………………………………………10,00 g 

* Bile de Boeuf…………………………………20,00g 

 

2. Bouillon Fraser 

Mileu de Base 

* Protéose peptone……………………………….5,00g 

* Tryptone……………………………………….5,00g 

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

* Extrait de levure……………………………….5,00g 

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

* Hydrogenophosphate disodique………………12,00g 

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

* Esculine………………………………………...1,00g 

* Chlorure de lithium…………………………….3,00g 

 

3. Bouillon Nutritive 

* Peptones……………………………………….10,00g 

* Extrait de boeuf ………………………………...1,00g 

* Extrait de levure ………………………………..2,00g 

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

 

4. Bouillon TSB (Tryptic Soy Broth) 

* Glucose monohydraté …………………………..2,5g 

* Digestion pancréatique de caséine ……………17g 

* Chlorure de sodium …………………………….5g 

* Digestion papaïque de tourteau de soja ………...3g 

* Hydrogénophosphate dipotassique ……………..2,5g 

 

5. Eau péptonée tamponée 

* Peptone ………………………………………...10,00g 

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

* Phosphate disodique anhydre……………………3,5g 

* Dihydrogénophosphate de potasssium…………..1,5g 

 



 

 
 

6. Gélose Bark Parker  

Milieu de Base 

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

* Extrait de viande de bœuf ……………………5,00g 

* Extrait de levure ……………………………..1,00g 

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

* Glycine …………………………………......12,00g 

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

* Agar …………………………………………20,00g 

Le milieu prêt à l’emploi en boîtes de Pétri contient en plus des 950 ml du milieu de base 

* Solution de jaune d‘œuf ……………………...50,00 ml 

* Tellurite de potassium à 10 g/l ……………….10,00 ml 

 

7. Gélose hypersaccharosée  

* Extrait de viande ............................................... 10,00g 

* Extrait de levure ..................................................3,00g 

* Peptone ................................................................2.5g 

* Saccharose .......................................................150,00g 

* K2HPO4 ............................................................. 2,00g 

* NaCl.................................................................... 1,00g 

* MgSO4, 7H2O..................................................... 0.2g 

* Agar.................................................................... 15,00g 

 

8. Gélose MH (Mueller Hinton) 

* Peptone ………………………………………...17.5g 

* Extrait de viande ………………………………...2,00g 

* Amidon …………………………………………..1.5g 

* Agar……………………………………………. 17,00g 

 

9. Gélose MRS 

* Peptone ………………………………………...10,00 g 

* Extrait de viande ………………………………..8,00 g 

* Extrait de levure deshydraté ……………………4,00 g 

* Dextrose…………… …………………………..20,00 g 

* Tween 80 (Sorbitane monoléate) ……………….1,00 ml 

* Hydrogène-orthophosphate dipotassique (K2HPO4) 2,00 g 

* Acétate de sodium trihydraté (H2CO2, 3H2O) …5,00 g 

* Citrate de diamonique (C6H6O7 (NH4)2) ………2,00 g 

* Sulfate de magnésium hydraté (HOSO4 7H2O) ...2,00 g 



 

 
 

* Sulfate de magnésium tétrahydraté MNSO4, 4H2O 0.5 g 

* Agar-Agar ………………………………………….10,00 g 

 

10.Gélose M17 

* Peptone trypsique de caséine …………………………2.5 g 

* Peptone pepsique de viande …………………………..2.5 g 

* Peptone papainique de soja …………………………...5,00 g 

* Extrait de levure déshydraté………………………….. 2.5 g 

* Extrait de viande ………………………………………5,00 g 

* Glycérophosphate de sodium ………………………...19,00 g 

* Sulfate de magnésium héptahydraté MgSO4, 7H2O) …0.25g 

* Acide ascorbique ………………………………………0.5 g 

* Agar-agar ……………………………………………..10,00 g 

 

11. Gélose PALCAM 

* Gélose de base Columbia……………………………..39,00g 

* Extrait de levure………………………………………..3,00g 

* Glucose…………………………………………………0,5g 

* Esculine………………………………………………...0,8g 

* Citrate de fer ammoniacal……………………………...0,5g 

* Mannitol………………………………………………10,00g 

* Rouge de phéno………………………………………..l0,08g 

* Chlorure de lithium……………………………………15,00g 

 

12. Gélose Sabouraud 

* Digestion peptique de tissus animaux………………….5.00g 

* Digestion pancréatique de caséine……………………..5.00g 

* Dextrose……………………………………………….40.00 g 

* Gélose………………………………………………….15.00g 

 

13. Tampon phophate Salin (PBS) 

* Na2HPO4 .........................................................................10.9g 

* Na2H2PO4 .........................................................................3.2g 

* NaCl ................................................................................90,00g 

 

 

 

 

 



 

 
 

Annexe II. Les Résultats chifées des expériences  

 

Tableau n°01 : L’activité acidifiante des 21 souches sélectionnées 

 

Souches 

Lactiques 

Activité acidifiante 

Production d’acide lactique D° Abaissement de pH 

0H Après 

2H 

Après 

4H 

Après 

6H 

Après 

24H 

Après 

48H 

0H Après 

2H 

Après 

4H 

Après 

6H 

Après 

24H 

Après 

48H 

LbK126 0 30 50 40 70 120 6,21 6,27 6,47 5,35 4,67 4,51 
LbJ19 0 23 68 60 48 40 6,5 6,20 6,20 5,94 4,61 4,45 

LbK101 0 40 49 75 145 152 6,5 6,58 6,47 5,29 4,58 3,87 

LbD108 0 42 42 57 90 120 6,5 6,41 6,39 5,82 5,14 4,25 

LbJ1 0 30 45 58 103 134 6,71 6,34 6,34 5,43 5,01 4,56 
LbD29 0 43 43 42 61 100 6,9 6,33 6,32 5,67 5,02 4,56 

LbJ14 0 21 41 60 90 97 6,87 6,34 5,87 5,11 4,69 4,59 

LbJ7 0 50 63 45 75 120 6,8 6,35 6,35 5,93 5,10 4,43 

LbB123 0 40 45 55 100 120 6,81 6,32 6,01 5,10 4,40 4,35 
LbZ124 0 35 50 35 94 156 6,31 6,31 6,54 5,28 4,25 4,25 

PeJ138 0 30 42 45 108 100 6,83 6,34 6,01 5,23 4,41 4,39 

EnJ65 0 20 45 71 100 120 6,71 6,27 6,47 5,23 5,09 4,37 

EnJ70 0 35 59 90 126 95 6,50 6,20 6,12 5,29 4,67 4,45 
EnB100 0 35 70 110 123 129 6,50 6,41 6,31 5,53 4,81 4,36 

EnK104 0 50 65 83 94 126 6,50 6,41 6,39 5,51 4,60 4,52 

EnK105 0 30 60 49 122 120 6,71 6,34 6,47 5,29 5,09 4,46 

EnK107 0 40 40 72 62 135 6,90 6,33 6,32 5,67 5,02 4,19 
EnD119 0 30 30 56 70 93 6,90 6,34 5,87 5,66 4,72 4,59 

LcJ26 0 47 50 85 95 135 6,90 6,35 6,35 5,93 5,34 4,53 

LcJ45 0 31 30 51 45 117  6,78 6,57 6,57 6,47 4,71 4,35 

LcD135 0 43 65 100 123 155 6,93 6,76 6,54 5,14 5,04 5,03 

 

Tableau n°02 : L’activité Lipolytique des 21 souches sélectionnées (zones de lyse en mm) 

 

Souches Lactiques 

Activité Lipolytique 

Huile d’olive Tween 80 

1% 3% 5% 1% 3% 5% 

LbK126 10 13 8 8 8 8 

LbJ19 17 17 17 8 8 8 

LbK101 17 17 17 8 8 8 
LbD108 8 17 8 8 8 8 

LbJ1 15 15 8 10,5 12 8 

LbD29 8 10 15 8 8 8 

LbJ14 8 11 16 8 8 8 
LbJ7 14 11 8 8 10 10,5 

LbB123 13 11 8 14 8 8 

LbZ124 13 19 17 10 10 10 

PeJ138 16 8 11 11 8 8 
EnJ65 14 8 8 8 8 8 

EnJ70 17 14 13 8 8 8 

EnB100 13 13 14 8 8 8 

EnK104 14 13 13 8 8 8 
EnK105 11 13 14 11 8 8 

EnK107 8 8 8 8 8 12 

EnD119 13 13 13 8 12 8 

LcJ26 17 15 8 11 10 10 

LcJ45 19 15 8 13 8 10 

LcD135 16 12 14 8 11 12 



 

 
 

Tableau n°03: Les moyennes des taux de survie aux baisses pH après 2 et 3 heures de 

test et à la bile après 2 et 4 heures de test par les 21 souches sélectionnées 

 PH Bile 

pH1 pH2 pH3 0,3%+pH2 0,3%+pH2,5 0 ,3%+pH6,5 

LbK126 83 .35% 88 .10% 88.75% 86.19% 88.07% 87.96% 

LbJ19 84.60% 86.53% 88.26% 78.21% 84.43% 88.76% 

LbK101 83.07% 83.60% 87.30% 85.81% 86.46% 89.72% 

LbD108 00% 85.16% 77.35% 81.00% 82.43% 88.34% 

LbJ1 90.88% 88.51% 89.89% 91.51% 91.83% 92.24% 

LbD29 81.47% 82.43% 88.42% 70.99% 83.88% 87.61% 

LbJ14 33.34% 80.08% 83.58% 72.45% 83.38% 89.39% 

LbJ7 77.51% 82.25% 82.79% 70.99% 89.14% 86.94% 

LbB123 85.67% 87.05% 87.70% 86.41% 87.70% 90.41% 

LbZ124 79.19% 80.50% 89.54% 84.20% 85.20% 89.20% 

PeJ138 83.15% 86.78% 86.41% 83.97% 85.03% 86.41% 

EnJ65 79.67% 80.08% 00% 00% 00% 87.64% 

EnJ70 72.83% 00% 00% 00% 00% 88.76% 

EnB100 86.80% 87.16% 87.80% 00% 78.98% 87.67% 

EnK104 84.05% 86.60% 87.72% 84.45% 84.32% 81.24% 

EnK105 80.12% 86.98% 86.72% 00% 84.64% 87.92% 

EnK107 85.34% 87.72% 89.00% 00% 00% 87.08% 

EnD119 80 .22% 85.39% 85.62% 79.40% 00% 87.14% 

LcJ26 87.16% 90.40% 82.84% 81.35% 81.45% 88.48% 

LcJ45 87.94% 87.32% 88.81% 68.34% 76.29% 87.30% 

LcD135 86.87% 85.54% 87.23% 81.46% 87.03% 89.63% 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

Tableau n°04 : La production de l’acide lactique (D°) par les douze ferments mixtes en 

fonction de temps (H) 

FM 4H 16H 36H 48H 72H 

FM1 30 65 120 101 113 

FM2 30 60 70 109 110 

FM3 30 61 50 81 85 

FM4 30 85 150 135 162 

FM5 32 77 130 110 90 

FM6 22 40 47 60 63 

FM7 30 70 56 68 73 

FM8 30 30 90 90 90 

FM9 31 68 80 61 70 

FM10 30 55 70 75 95 

FM11 30 50 45 80 91 

FM12 30 80 100 122 132 

 

Tableau n°05 : L’évolution de pH de milieu sous douze ferments mixtes en fonction de 

temps (H) 

FM 4H 16H 36H 48H 72H 

FM1 6,19 4,96 4,45 4,12 3,99 

FM2 6,32 5,88 4,5 4,17 4,02 

FM3 6,24 5,46 4,99 4,73 4,34 

FM4 6,31 5,04 4,43 4,23 4,08 

FM5 6,24 4,37 4,25 4,46 4,44 

FM6 6,52 5,82 4,94 4,3 4,39 

FM7 6,29 5,51 5,21 4,81 4,42 

FM8 6,27 5,11 4,5 4,38 4,37 

FM9 6,31 5,35 4,85 4,68 4,49 

FM10 6,38 5,46 4,57 4,66 4,31 

FM11 6,23 5,23 4,93 4,59 4,2 

FM12 6,36 5,23 4,48 4,19 4,01 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

Tableau n°06: Les scores moyens des caractéristiques biotechnologiques de douze 

ferments mixtes 

FM LC 10% HO 1% HO 3% HO 5% T80 1% T80 3% T80 5% LC 

12% 

LC A 

FM1 8 13 11 12 13 14 12 ++ + 

FM2 12 13 11 12 15 13 10 + + 

FM3 8 17 8 16 16 15 10 ++ + 

FM4 14 16 11 10 11 13,5 10 + - 

FM5 20 15 15 13 5 13,5 11 + + 

FM6 0 10 11 10 11 8 15 +/- + 

FM7 8 12 0 8 10 0 0 ++ - 

FM8 8 11 0 7 0 0 0 +/- + 

FM9 8 14 0 12 0 0 0 +/- + 

FM10 0 13 14 0 0 0 0 +/- + 

FM11 0 12 11 10 0 0 0 + + 

FM12 0 10,5 11 0 0 0 0 +/- + 

 

Figure n°07 : Les valeurs de pH et d’acide lactique (g/l)  des fromages élaborés pendant 

les 21 jours de conservation  

 CW FC1 FC1+CCEO FC2 FC2+CCEO 

J0 J7 J14 J21 J0 J7 J14 J21 J0 J7 J14 J21 J0 J7 J14 J21 J0 J7 J14 J21 

pH 6,54 / / / 5,71 5,8 5,65 4,85 6,1 6,12 5,93 5,81 5,9 5,85 5,36 4,73 5,84 5,72 5,63 5,03 

Production 

d‘acide 
lactique 

(g/l) 

1,50g / / / 1,78 0,76 0,70 0,67 1,30 0,68 1,02 1,01 1,54 0,70 0,78 0,81 1,60 0,90 1,00 0,79 

 

Tableau n°08 : Taux de survie des BL (log UFC/g)  au cours des jours de stockage des 

fromages fabriquées 

Echantillon J0 J7 J14 J21 

FC1 9,25 8,79 8,96 8,93 

FC1+CCEO 9,25 8,85 9 8,8 

FC2 9,23 9 8,21 8,08 

FC2+CCEO 9,17 8,83 8,15 8,55 

 

Tableau n°09 : Les moyennes de l’acceptabilité générale ± écarte type des fromages 

fabriqué avec les levains lactiques additionné ou non avec HECC 

Echantillon FC1 FC1+CCEO FC2 FC2+CCOE SD1 SD2 SD3 SD4 

J0 7,84583333 3,792 7,016 6,452 0,61572097 0,82103593 2,1415882 1,01411702 

J7 8,864 5,568 8,932 6,632 0,50980388 1,12276445 0,48280431 1,04830021 

J14 6,984 7,096 2,876 7,828 0,33625387 0,18814888 0,92298429 0,16206994 

J21 4,464 7,54 1,42 7,944 0,72564913 0,42914644 0,71705416 0,18275667 

 



 

 
 

Annexe III. Fiche de Dégustation de fromage 

Nom et Prénom : 

Date de dégustation : 

 FC1 FC1+CCEO FC2 FC2+CCEO 

Description de l’apparence 

extérieure 

* Surface 

* Forme 

* Couleur 

    

Description de la pâte à la 

coupe 

* Premier renseignement 

sur la texture 

* Couleur (Blanc, Blanc 

crème, crème, Jaune, 

pale) 

* Elasticité (Elastique, 

Souple, Sableux, 

Cassant, Friable, 

Tartinable, crémeux) 

* Homogénécité 

    

Description de l’arôme par nez 

et encours de mastication 

* Lactique (Lait frais, 

Beurre, Petit lait, 

yogourt) 

* Animal 

* Epicé (Poivre, Vanille, 

Cannelle) 

* Arome particulière 

Description de la Saveur 

* Sucrée 

* Acide 

* Salée 

* Amère 

    

Description finale en Bouche 

* Riche en Arome 

* Intense en gout 

* Persistante 

* Plutôt courte 

* Arrière-gout 

    

Meilleur Fromage     

Note/10     

 

 

 



 

 
 

Annexe IV. Production scientifique 

1. Communications 

1.1. Congrès internationaux avec comité de lecture 

* Metrouh Roumaissa, Zouari Souad, Mechai Abdelbasset : Inhibition des bactéries 

multirésistances aux antibiotiques par les bactéries lactiques autochtones isolées de 

produits laitiers Algériens. 30th international congress of the Tunisian Society of 

Biological Sciences (ATSB), Sousse, Tunisia on 25-28 March 2019. 

* Metrouh Roumaissa, Fares Roufaida, Mechai Abdelbasset, And Debabza Manel: 

Application of autochthonous Lactic acid bacteria as starter culture in Algerian cheese 

preparation. 1st International E-Day on Microbial Biotechnology, Department of 

Natural Sciences and Life & Laboratoire de Bioinformatique, Microbiologie 

Appliquée et Biomolécules (BMAB), Université M‘Hamed BOUGARA de 

Boumerdès , Algeria on 18November 2021. 

* Metrouh Roumaissa, Fares Roufaida, Mechai Abdelbasset, And Debabza Manel: 

Characterization of Lactic acid bacteria isolated from Algerian traditional cheeses. 

Internation ―Microbes for life‖ Webinar, LBSM laboratory and the Ecole Normale 

Supérieure Cheikh Mohamed Bachir Al Ibrahimi de Kouba, Algeria on 20-22 October 

2021. 

* Metrouh Roumaissa, Fares Roufaida, Mechai Abdelbasset, And Debabza Manel: Use 

of cinnamon cassia essential oil to increase the security of fresh cheeses manufactured 

with selected Lactic acid bacteria. The 1st International Seminar on Pollution, Health, 

Environment and Biomonitoring, University 20 August 1955 – Skikda- Faculty of 

Sciences- Department of Natural and Life Sciences Skikda, Algeria on 27-28 

December 2021. 

1.2.Congrès nationaux avec comité de lecture 

* Metrouh Roumaissa, Mechai Abdelbasset, Zerifi Saida, Debabza Manel : 

caractérisation d‘un fromage artisanal  Jben  fabriqué dans la région de Tébessa. La 

première journée scientifique sur la biodiversité, des gènes aux écosystèmes : 

méthodes innovantes d‘évaluation on 6 Octobre 2019. Tébessa- Algérie. 

* Metrouh Roumaissa, Fares roufaida, Zouari Souad, Mechai Abdelbasset, Debabza 

Manel : Contribution à l‘étude de l‘activité antagoniste de quelques souches lactiques 

isolées. Séminaire National Etat de la biodiversité dans les parcours steppiques : 

inventaire et valorisation on 28-29 Octobre 2019, Tébessa, Algérie. 

* Metrouh Roumaissa, Fares Roufaida, Mechai Abdelbasset, And Debabza Manel: 

Synergistic Antifungal activity of lactic acid bacteria and Essential oil from Cinnamon 

cassia. 1er séminaire national sur la biotechnologie des plantes Médicinales et leurs 

implications dans l'industrie pharmaceutique et alimentaire. Université Larbi Ben 



 

 
 

Mhidi Oum El Bouaghi- Laboratoire des Substances Naturelles, Molécules Bioactives 

et Application biotechnologiques on 13-14 Decembre 2021. 

* Metrouh Roumaissa, Fares Roufaida, Mechai Abdelbasset, And Debabza Manel: 

Isolation of bacteriocines produced by autochthonous lactic acid bacteria: 

characteristics and role in food biopreservation. Second National webinar on 

Biodiversity, Biochemistry & Environmental Microbiology. University of Laghouat 

on 17 Octobre 2021. 

* Metrouh Roumaissa, Fares Roufaida, Mechai Abdelbasset, Et Debabza Manel : " In 

vitro" évaluation de la nature de l‘activité antimicrobienne contre les Gram- multi 

résistance et détermination de la composition chimique de l‘huile essentiel de " 

Cinnamon cassia ". 1er  Séminaire National de Biologie Végétale et Environnement « 

SNBVE 2021 Souk-Ahras, Algérie on 24-25 Novembre 2021. 

* Metrouh Roumaissa, Fares Roufaida, Mechai Abdelbasset, And Debabza Manel: 

FUNCTIONAL ROLES OF LACTIC ACID BACTERIA IN CHEESE 

PRODUCTION. 1er Séminaire National sur les Substances Naturelles, Biotechnologie 

et Innovation SNBI. Centre Universitaire Abdelhafid Boussouf, Mila on 26-27 

Octobre 2021. 

* Metrouh Roumaissa, Fares Roufaida, Mechai Abdelbasset, And Debabza Manel: 

Biological control of Dairy products with Essential oils. Séminaire National sur Les 

Applications Biotechnologiques en Agriculture (SNABA, 2021). Centre Universitaire 

Abdelhafid Boussouf, Mila on 10 Novembre 2021. 

* Metrouh Roumaissa, Fares Roufaida And Mechai Abdelbasset : Bioactive 

compounds and beneficial effects of Cinnamon cassia essential oil. Le 1er séminaire 

national en ligne sur Les Produits Bioactifs et Valorisation de la Biomasse (SNPBVB. 

Ecole Normale Supérieure Cheikh Mohamed El-Bachir El-Ibrahimi – Kouba-

Laboratoire de Produits Bioactif et Valorisation de la Biomasse, LPBVB on 16 et 17 

Novembre 2021. 

2. Publication 
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1  |  INTRODUC TION

Traditional fermented dairy products have contributed to availability 
of food in Algeria for centuries and artisanal cheese continues to 
enjoy a special place among various fermented milk preparations. 
These artisanal products were highly appreciated and were es-
sentially made in rural areas for domestic and home consumption 
(Tadjine et al., 2020). They have played and still play a major role in 
people's diet.

“Jben” a soft cheese traditionally manufactured with raw cow, 
goat, or sheep milk in some areas of the far Northeastern of Algeria 
(Mechai et al.,  2014). The manufacture of “Jben” involving coagu-
lation and draining. Raw milk is collected in an earthenware vessel 

and undergoing a spontaneous fermentation during 24–36  hr at 
ambient temperature (25–30°C) until coagulation. This step may be 
accelerated using of vegetable rennet from cardoon flowers (Cynara 
cardunculus L.) (Benheddi & Hellal, 2019), artichoke flowers (Cynara 
scolymus), latex of the fig (Ficus carica) (Nouani et al., 2009), and a 
homemade bovine rennet (dried and salted bovine abomasums) 
(Leksir et al., 2019). The formed curd is transferred to a bag of mus-
lin cloth that is tied and hung to drain for 2 to 3 days. A good con-
sistency of the final product is obtained by extending the drainage 
period up to 10  days. Once the draining process is complete, the 
cheese is ready to be cut into large pieces and, to enhance the flavor 
of the final product, aromatic plants (garlic, parsley, or pepper) can 
be used (Figure 1).
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Abstract
A new Lactiplantibacillus strain isolated from Algerian traditional cheeses “Jben” was 
assessed for technological properties and probiotic traits in vitro including acidifi-
cation, proteolytic and lipolytic activities, exopolysaccharide production, and an-
timicrobial potential. The strain was identified as Lactiplantibacillus plantarum SJ14 
using phenotypic tests and 16S rDNA sequencing analysis. The results showed that 
the native food strain SJ14 was found to be tolerant to acid and bile salts mimicking 
human GIT conditions. In addition, the cell-free supernatant of SJ14 exhibited broad-
spectrum antimicrobial activity against Gram-positive and Gram-negative bacteria 
including beta-lactamases-producing enteropathogenic strains as well as food spoil-
age fungi. The results conveyed that L. plantarum SJ14 showed desirable probiotic 
characteristics and its presence in cheese could serve as a potent functional probiotic 
starter in food processing.
Novelty impact statement: In Algeria, milk fermentations are still driven by indige-
nous microorganisms, which influence the nutritional, organoleptic, and safety of the 
final products. Lactic acid bacteria including Lactiplantibacillus plantarum isolated from 
traditional cheese “Jben” may present good candidates for further studies to elucidate 
the possible application as novel probiotic starter culture and biocontrol agent.

www.wileyonlinelibrary.com/journal/jfpp
mailto:﻿￼
https://orcid.org/0000-0003-1241-3921
mailto:abdelbasset.mechai@univ-­tebessa.dz

