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Introduction

I ntroduction

Les fromages traditionnels sont caractérisés par un lien fort avec leur terroir d origine et
attestent de I’ histoire et de la culture de la communauté qui les produit. Chaque fromage
traditionnel a des caractéristiques organol eptiques spécifiques. Ces caractéristiques sont liées
adivers facteurs, comme |’ environnement, le climat, la prairie naturelle, la race des animaux,
I’utilisation de lait cru et de sa microflore naturelle (Licitra, 2010).

La microflore microbienne du lait cru, composée essentiellement de bactéries lactiques,
participe de fagon importante a | élaboration des caractéristiques organol eptiques des produits
laitiers fermentés (lait fermenté, fromage). Rehman et al. (2000) ont montré que les fromages
au lait cru avaient un aréme plus intense et du goQt plus fruités et piquants que des fromages
au lait pasteurisé. Aussi Chammas et al. (2006) et Patrignani et al. (2006) ont signalé que les
produits laitiers fabriqués traditionnellement a partir du lait cru ont des saveurs typiques et des
gualités nutritionnelles de plus en plus recherchées par |le consommateur. La flore lactique de
ces produits, principalement les fromages, afait I’ objet de plusieurs études d’identification et
de sélection dans le but d’ enrichir d’ autres produits laitiers.

Un fromage traditionnel contient un grand nombre de groupes bactériens qu’il importe
de définir et de décrire tout au long de sa fabrication et de son affinage. Un grand nombre de
fromages au lait cru sont fabriqués en Algérie mais la majorité d’ entre eux sont peu connu
c'est le cas du fromage traditionnel “Alatig“, un fromage de terroir, connu dans la région de
Boussadda.

Alatig est un produit naturel sans ferment ni conservateur seulement la présure et du
sel sont gjoutés, il est aromatisé par différentes herbes locaes : « Chih » (Armoise ou
Artimisia wulgaris) et « Tgouft » (Artemisia campestris), ca qualité microbiologique est
globalement acceptable avec une flore lactique dominante au voisinage de 108 UFC/g
(Barache et Bouatmane., 2016).

De ce fait, ce travail a pour objectif d'identifier des bactéries lactiques isolées du
fromage artisanal « Alatig » collectés de larégion de Boussadda.

Pour cela notre recherche a consisté dans une premiere partie dite synthése
bibliographique a rappelé les caractéristiques des bactéries lactiques ainsi que les différents
groupes, puis une partie pratique ou nous exposons les analyses effectuées et les résultats

obtenus.
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1. Définition et caractéristiques générales des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques (LAB) sont des cellules procaryotes organotrophes formant un
groupe hétérogéne (Badis et al., 2005). Elles peuvent avoir différentes formes. sphériques
(Streptococcus et Lactococcus...), en bétonnets (Lactobacillus) ou encore ovoides
(Leuconostoc ) (Luquetf et Corrieu, 2005; Galvez et al., 2011).

Ce sont des bactéries a Gram positif dont la teneur en guanine et cytosine (G+C) est
inférieure a 50%. Elles sont asporulée, aéro anaérobie facultatives ou micro-aérophiles, a
métabolisme fermentaire strict, acido-tolérantes et capables de croitre a des températures
comprises entre 10°C et 45°C et aun pH de 4,5. Ces bactéries sont généralement immobiles et
se caractérisent par la production d’ acide lactique comme produit majeur du
métabolisme (Salminen et al., 2004; Konig et Frohlich, 2009 ; Pringsulkaet al., 2011).

Les LAB ont des exigences nutritionnelles complexes pour les acides aminés, les
peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides fermentescibles (Dellaglio
et al., 1994 ; Hogg, 2005).

Elles sont considérées comme non pathogenes et se voient attribuer le qualificatif
anglo-saxon d’ organismes GRAS (Generaly Regarded As Safe) (Adams et Marteau, 1995 ;
Aguirre et Coallins, 1993). Cependant, quelques membres du genre Streptococcus et
Enterococcus ainsi que d'autres bactéries lactiques sont considérées comme pathogénes
opportunistes (Aguirre et Collins 1993).

2. Habitat et origine
Les bactéries lactiques sont tres fréguentes dans la nature. Elles se trouvent
généralement associées a des aliments riches en sucres simples. Elles peuvent étre isolées du
lait, du fromage, de laviande, des végétaux ou des aliments.
Elles se développent avec les levures dans le vin, la biére et le pain. Quelques especes
colonisent le tube digestif de I'homme et des animaux (Leveau et Buix, 1993 ; Hassan et
Frank, 2001).

3. Classification des bactérieslactiques
La classification phénotypique des bactéries lactiques est largement basée sur la
morphologie , le mode de fermentation de glucose , |a croissance a différentes températures ,
la capacité de croissance a de hautes concentrations de sel (6 ,5% ,18%),la tolérance aux pH
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acides, alcalins et al’éthanol, la configuration de I’ acide lactique produit a partir de glucose,
I"hydrolyse de l’arginine ... etc.

Les marqueurs chimio-taxonomiques comme la composition en acides gras et les
constituants de la paroi cellulaire peuvent aussi étre utiles dans la classification (Konig et
Frohlich, 2009).

L’identification des espéces de bactéries lactiques peut étre réalisée par I’analyse de leur
profil fermentaire des carbohydrates a |’ aide du systéme API5S0CH (Curk et al. ,1993).

Selon la derniére edition de Bergey’s manual of systematic bacteriology (2009), les bactéries
lactiques sont classées dans le phylum des Firmicutes, la Classe des Bacilli et I'ordre des
Lactobacillales renfermant trente cing genres répartis sur six familles (figure 01 annexe 1).

Parmi ces genres , seulement treize sont utilisés dans la biotechnologie alimentaire, il
sagit de : Aerococcus , Carnobacterium , Enterococcus , Lactobacillus , Lactococcus ,
Leuconostoc , Oenococcus , Pediococcus , Sreptococcus , Vagococcus , Tetragenococcus ,
Weissella (Drider et Privost,2009) et Bifidobacterium (Leveau et Bouix, 1993).

La différenciation entre ces genres est basée sur des critéres physiologiques, biochimiques
et morphologiques regroupés dans le tableau I (annexe 2).

3.1. Classification des principaux genres utilisés en biotechnologie alimentaire
3.1.1. L es genres Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus et Vagococcus.

Les différentes especes appartenant a ces genres étaient, il y a encore peu de temps,
regroupées en un seul genre qui est Streptococcus. Ce genre regroupe de nombreuses
bactéries en forme de coques et ayant pour principales caractéristiques : asporogenes,
catalase-, Gram+. La présence dans leur enveloppe d’ antigene spécifique a été d’ une grande
utilité dans leur identification et leur classification par groupes sérologiques de Lancefield
(1933) (Callinset al., 1987 ; Kandler & Weiss, 1986).

Schleifer & Kilpper-Balz (1987) ont propose de subdiviser le genre Sreptococcus en 4
genres. Il s agit de Sreptococcus, Lactococcus, Vagococcus et Enterococcus.

Le genre Sreptococcus sensu stricto comprend la majorité des especes et en particulier :
= Le groupe pyogeénes: comprend 5 especes a et/ou [ hémolytique, pathogénes pour
I’homme et/ou |es animaux.
= Le groupe orais comprend : Sc. viridans , Sc. mitior , Sc. intermedius , .

Pneumoniae souvent o hémolytiques pathogénes opportunistes.
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= Le groupe des autres streptocoques et en particulier Sc. salivarius qui est étroitement
apparenté a Sc. thermophilus. C'est laraison pour laguelle Farrrow & Coallins, (1984)
proposent de considérer Sc. thermophilus comme sous espéce de Sc. salivarius. Cette
proposition était renforcée par les résultats d étude de I’hybridation ADN / ADN
(Axelsson , 1998).

Le groupe des Lactocoques correspond au streptocoques mésophiles de la flore
lactique. En dehors des cing especes actuellement reconnues seule |’ espéce Lactococcus lactis
est utilisée en industrie laitiére. Cependant pour I’ espece Lactococcus lactis trois sous espéces
ont été attribuées : Lactococcus lactis subsp. Lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Lactococcus lactis subsp. diacetylactis. Seules les deux premiéeres Lactococcus lactis subsp.
Lactis et Lactococcus lactis subsp. cremoris sont importantes dans I'industrie laitiére
(Axelsson, 1998).

La capacité des lactocoques a croitre a une température de 10°C et pas a 45°C est une
caractéristique qui les distingue des autres Enterococcus des Streptococcus. La plupart des
lactocoques réagissent avec les anti-sérums du groupe N (Desmazeaud, 1992).

Schleifer & Kilpper-Balz (1987) ont propose de transférer certaines especes du genre
Streptococcus dans le nouveau genre : Enterococcus. |l s agit de Streptococcus faecalis, et
Sreptococcus faecium, qui sont devenues ainsi Enterococcus faecalis (espece type), et
Enterococcus feacium (Leclerc et al., 1996).

Enfin, les traits phénotypiques caractéristiques des Enterococcus (croissance entre 10°C
et 45°C, en présence 6,5% de NaCl et a pH 9,2) ont été confirmés par des éudes sur
I"hybridation ADN/ADN et sur le catalogue de ARNr.16s(Gasser et al., 1994 ) .

Le troisieme groupe des Streptocoques, regroupant des coques présentant une ciliature
péritriche, a éé désigné sous les noms de "streptocoques lactiques mobiles’ ou de
"streptocoques mobiles du groupe N" ou de "lactocoques mobiles’ ou de "souches
apparentées a Lactococcus lactis'. L'éude de la séquence de I'ARNr 16S a permis a Collins et
al., (1990 ) de placer ces coques mobiles dans un nouveau genre, le genre Vagococcus,
phylogénétiquement proche des genres Enterococcus et Carnobacterium. Initidlement, le
genre Vagococcus comprenait une seule espece, Vagococcus fluvialis. Ultérieurement, cing
nouvelles especes ont été incluses dans ce genre sur la base d'études phylogénétiques et/ou
des hybridations ADN/ADN : Vagococcus carniphilus, Vagococcus elongatus, Vagococcus
fessus, Vagococcus lutrae et Vagococcus salmoninarum (Aguirre et Collins, 1992).

L es souches mobiles de Vagococcus ssp se différencient des entérocoques mobiles

|!
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(Enterococcus casseliflavus, Enterococcus flavescens, Enterococcus gallinarum) par leur
incapacité a acidifier le L-arabinose et le raffinose. Les espéces de ce genre récemment
décrites se confondent facilement avec les lactocoques et se distinguent principalement par

leur composition en acides gras et leur mobilité (Collins et al., 1990 ).

3.1.2. Les genres Aerococcus, Pediococcus et Tetragenococcus

Les pediocoques sont formés de cellules groupées en paires ou en tétrades. |1l s agit de
bactéries microaérophiles, leur métabolisme homofermentaire produit principaement de
I’acide DL lactique, bien que I’acide L (+) lactique prédomine (Garvie, 1986 ; Deroissard ,
1994 ; Holt et al., 1994 ) .

L’ étude de la composition en bases de I’ ADN, montre que les pediocoques ont un GC%
compris entre 37,8% - 41,2% contre 42,0 — 43,2% pour les streptocoques. D’ autre part la
nature du peptidoglycane constitue un critere important qui distingue le genre Pediococcus du
genre Streptococcus. Actuellement, les tests immunologiques sont d’ une grande importance,
ils sont utilisés pour trancher entre les différentes espéces de deux genres. Les espéces se
différencient par leur tolérance a la température, au pH et au NaCl et par leur spectre
fermentaire. Les différentes especes du genre Pediococcus sont présentes dans les végétaux en
décomposition, parfois dans les boissons : biere, cidre et vin. P. pentasaceus avec P.
acidilactici sont bien représentées dans les matiéres végétales mais peuvent auss étre
trouvées dans le lait et les produits laitiers (Simpson et Taguchi 1995).

Le genre Aerococcus a été proposé en 1953 pour classer des coques a Gram positif,
catalase négative, aéro-anaérobies, se différenciant des streptocoques par son mode de
groupement. Les souches d'Aerococcus ssp se présentent sous la forme de coques a Gram
positif, immobiles, groupés en tétrades ou en amas. Aerococcus viridans est souvent
considérée comme un simple contaminant de |’air et cette bactérie est également présente
dans divers prél evements : eau douce et eau de mer, sol, sediments marins, végétaux, produits
d’ origineanimale (Velaet al., 2007).

Le genre Tetragenococcus regroupe des souches étroitement apparentées a |’ espece
Pediococcus halophilus. Une seule espece a é&é récemment reconnue, il sagit de
Tetragenococcus halophilus (Collins et al., 1990) .

Il a éé démontré, qu’en plus de leur tolérance extréme au sel (>18% de NaCl), qui les
distingue des autres bactéries lactiques ; Tetragenococcus a besoin de sel pour sa croissance,
géné&ralement 5% de NaCl, c'est la raison pour laquelle cette espéce sest avérée trés
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importante dans la fabrication des produits fermentés et surtout ceux contenant une
concentration élevée en sel (Garvie, 1986).

3.1.3. Le genre Leuconostoc, Oenococcus et Weissella

Les cellules de Leuconostoc sont des coques en paires ou en chaines comme les
streptocoques mais les Leuconostoc sont des bactéries hétérofermentaires produisant de
I’acide D (-) lactique, de I'éthanol et du CO2. Des éudes phylogénétiques, basées sur les
ségquences des ARNr 16S et 23S, ont montré que les espéces du genre Leuconostoc sont
hétérogenes et peuvent étre divisées en trois groupes : un groupe comprenant Leuconostoc
paramesenteroides, un groupe formé par Leuconostoc oeni (actuellement reclasse dans le
genre Oenococcus) et un groupe rassemblant Leuconostoc mesenteroides (espece type du
genre) ainsi que les autres espéces du genre Leuconostoc. Ces éudes révélaient également que
cing especes hétérofermentaires du genre Lactobacillus (Lactobacillus confusus,
Lactobacillus halotolerans, Lactobacillus kandleri, Lactobacillus minor et Lactobacillus
viridescens) étaient apparentées a Leuconostoc paramesenteroides (Martinez- Muracia et
Coallins, 1990).

En 1993, Collins et al., réalisent une étude taxonomique sur des souches bactériennes
ressemblant a des Leuconostoc ssp. et isolées de saucissons secs fabriqués en Grece. L'éude
des séquences des ARNr 16S a permet de classer ces souches dans le groupe constitué par
Leuconostoc paramesenteroides et |es cing espéces de lactobacilles hétérofermentaires. En se
basant sur les résultats de leur étude et sur les résultats des éudes antérieures, Collins et
al.(1990) transferent I'ensemble de ces especes dans le nouveau genre Weissella et ils
proposent la création de six nouvelles combinaisons (Weissella confusa, Weissella
halotolerans, Weissella kandleri, Weissella minor, Weissella viridescens et Weissella
paramesenteroides) pour reclasser Lactobacillus confusus, Lactobacillus halotolerans,
Lactobacillus kandleri, Lactobacillus minor, Lactobacillus viridescens et Leuconostoc
paramesenteroides ainsi que la création d'une nouvelle espece (Weissella hellenica) pour les
souches isolées de saucissons grecs (Walter et al., 2001).

Les espéces du genre Weissella sont constituées de courts bacilles ou de coccobacilles
ou des coques ovoides, a Gram positif, se présentant de maniere isolée ou groupés par deux
ou en courtes chaines, non sporulés, immobiles, possédant un peptidoglycane du type A3
alpha, catalase négative (Walter et al., 2001).

3.1.4. Legenre Lactobacillus et Carnobacterium
Les lactobacilles et les Carnobacterium sont des bactéries Gram+, polymorphes
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asporogenes, non pigmentées, immobiles (sauf Lb. agilis), catalase, nitrate réductase -,
gélatinase -, leur morphologie va de cocci plus ou moins allongées a des formes longues, ce
qui les rend parfois difficile a les distinguer des Leuconostoc. Leur GC% varie de 32 a 53%
(Axelsson , 1998) .

Quant a leur classification, la division du genre Lactobacillus en trois sous genres,
Thermobacterium, Streptobacterium et Betabacterium, a été propose pour la premiere fois par
Orla Jensen (1919). Cette classification tenait compte essentiellement de la répartition des
voies de fermentation chez ces bactéries.

Cette classification des sous genres a disparue de I'édition du Bergey's manuel
(Kandler & Weiss, 1986 ) . Cette méme classification a été reprise, mais sous une forme
numerotée. Ainsi, on distingue dans le tableau 02 trois groupes de Lactobacilles classees en

fonction de leurs caractéristiques fermentaires (Schleifer, & Ludwig 1995 ; Axellsson, 1998).

a) Les Lactobacilles homofermentaires stricts (ancien sous-genre : Thermobacterium) qui
utilisent le glucose gréce a la voie homofermentaire d'Embden-Meyerhof-Parnas. Leur seul
produit final a partir du glucose est I’acide lactique (D ou L). IIs ne métabolisent pas les

pentoses et ne dégagent pas le COzlors de lafermentation du glucose.

b) Les Lactobacillus hétérofermentaires facultatifs (ancien sous-genre : Streptobacterium)
peuvent changer de voie en fonction du substrat. I1s métabolisent le glucose en acide lactique
gréce ala voie homofermentaire d Embden-Meyerhof-Parnas et dégradent |es pentoses par la
voie hétérofermentaire. 1ls ne produisent pas de CO2 lors de la fermentation du glucose, mais
ils en produisent lors de la fermentation du gluconate.

c) Les Lactobacilles hétérofermentaires stricts (ancien sous-genre : Betabacterium) qui
fermentent le glucose en acide lactique, CO2 et acide acétique ou éthanol vialavoie

hétérofermentaire. Ces bactéries produisent du COz2 lors de la fermentation du glucose et du
gluconate. La production de |’ acide | actique est d’ environ 50% avec des quantités importantes

en acide acétique, éthanol et COz2.
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Tableau U : Classification des groupes du genre lactobacillus .

Caractéres Groupe | | Groupell Groupelll
Homofer mentaires | Hétérofermentaires | Hétérofermentaires
Strict facultatifs strict
Fermentation des - + +
pentoses
Glucose - - +
(production de CO2)
Gluconate - + +
(production de CO2)
FDP adolase + + -
Phsphocétolase - + +
Especes Lb. acidophilus Lb. casei Lb. brevis
Lb. delbruekii Lb. curvatus Lb. buchneri
Lb. helveticus Lb. plantarum Lb. fermentum
Lb.salivarius Lb. sake Lb. reuteri

( Axellsson, 1998).
Le genre Carnobacterium est constitué de bacilles minces, droits ou |égérement incurves,
a Gram positif, se présentant de maniére isolée ou groupée par deux ou parfois en courtes
chaines. 1l est non sporulé, mobile ou immobile, aéro-anaérobie facultatif, catalase négative,
oxydase négative, nitrate réductase négative, a métabolisme fermentatif (production d'acide
lactique). Les Carnobacterium sont incapables de croitre sur des milieux a base d'acétate, ne
peuvent pas croitre ni en présence de 8 % NaCl ni a45°C et peuvent croitre a 10°C et parfois
a0°C. Il est difficile de distinguer le genre Carnobacterium du genre Lactobacillus. On peut
noter gue les Carnobacterium ssp. ne se développent pas sur les milieux al'acétate de Rogosa
et sont capables de se développer a des pH plus élevés que ceux des Lactobacillus ssp.
(Croissance possible jusqua pH 9,1). lls sont parfois mobiles (Cb. alterfunditum, Cb.
funditum, Cb. inhibens et Cb. mobile), et produisent principalement de I'acide L-lactique. Leur
principal acide gras est I'acide oléque et leur peptidoglycane est du type Al gamma. (Collins
et al., 1987).
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En 1991, le genre Carnobacterium sest enrichi de deux especes (Ch. funditum et Cb.

alterfunditum) (Franzmann et al., 1991). Joborn et al., (1999) ont proposé |’espece Cb.
Inhibens pour identifier une souche isolée du tube digestif d'un saumon de I'Atlantique (Salmo
salar), en se basant sur l'analyse de la séquence des ARNr 16S et des caracteres
phénotypiques. La nomenclature de Cb. viridans a été publiée pour trois souches isolées d'une
sauce bolonaise emballée sous vide (Holley et al., 2002).

3.1.5. Le genre Bifidobacterium

Le genre Bifidobacterium est considéré comme faisant partie du groupe des bactéries
lactiques gréace a la similarité de ses propriétés physiologiques et biochimiques et a sa
présence dans le méme habitat écologique, tel que le tube gastro intestinal. . Les
bifidobactéries se caractérisent par leur forme trés irréguliere souvent en forme V mais
pouvant étre coccoides, |a présence d'une enzyme, le fructose - 6- phosphate phosphocétol ase,
celle- ci leur permet de fermenter les hexoses en produisant de I'acide acétique et de I'acide
lactique. Leur température de croissance varie de 36°C a43°C (Axelsson et a., 2004 ; Pilet et
al., 2005 ; Ho et al., 2007)
4. M éthodes d’identification des bactérieslactiques

Les bactéries lactiques ont de nombreuses propriétés métaboliques dont les industriels
et les nutritionnistes cherchent a exploiter. Ces propriétés (technologiques, sensorielles,
antimicrobiennes ou probiotiques) sont spécifiques de I’ espece ou de la souche bactérienne, ce
qui implique qu’on puisse les mettre en évidence par des techniques d’identification et de

différenciation.

4.1 Analyse phénotypique

Les tests traditionnels phénotypiques congtituent la base de description et de
différenciation des bactéries lactiques. Différents tests clefs sont largement adoptés. La
morphologie ains que les méthodes physiologiques, métaboliques/biochimiques et
chimiotaxonomiques sont les plus utilisées. Les méthodes physiologiques incluent,
principalement, la croissance a certaines tempeératures et a certaines concentrations de sel.
Les méthodes métaboliques ou biochimiques incluent, principalement, la production de gaz a
partir de glucose (Sperber et Swan, 1976), le profil d hydrolyse des sucres, I’ hydrolyse de
I"arginine (Montel et Champomier, 1987) et la détermination de la configuration de |’ acide
lactique (Gutmann et Wahlfeld, 1974).

Schillinger et Lucke (1987) ont été les premiers a proposer une clef d'identification des
bactéries lactiques basée sur la comparaison des caractéristiqgues physiologiques et
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biochimiques typiques des différentes especes. Néanmoins cette clef permettait uniquement
d orienter I'identification et non une identification précise. Elle différenciait aussi entre
Lactobacillus carnis et Lactobacillus piscicola alors que ces microorganismes ont été
génétiquement désignés comme Cb. maltaromaticum (ex. Ch. Piscicola) (Collins et al.,
1987). Montel et al., (1991) ont proposé par la suite une simple clef pour I’identification des
Lactobacillus et Carnobacterium homofermentaires (figure 2 annexe 2). Cette clef, basée sur
des tests biochimiques, physiologiques et chimiotaxonomiques mentionnés précédemment, a
été verifiée par hybridation ADN/ADN et reste encore vaable, si ce n'est le fait que
Lactobacillus viridescens et Lactobacillus halotolerans ont été reclassé dans un autre genre,
en |’ occurrence Weissdlla (Collins et al., 1993). Aussi, Ch. piscicola a été reclassé comme Cb.
moltaromaticum (Moraet al., 2003).

4.2 M éthodes moléculaires:
Les méthodes modernes d'identification des bactéries lactiques font appel a l'éude des

constituants des cellules.

Le séquencage de I'ARN 16S reste une des méthodes les plus appliqués pour obtenir une

identification précise en complément des méthodes classiques.

Pour la différenciation intraspécifique, les différentes méthodes moléculaires, comme
composition en base de 'ADN : G+C%, 'hybridation ADN/ARN et ADN/ADN, 'analyse des
fragments de restriction de I'ADN par |'é ectrophorese en champ pulse (R-ECP), les profils
protéiques par SDS-PAGE, sont généralement couplées et permettent l'analyse de la

biodiversité des isolats dans un écosysteme donne.
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Notre éude a porté sur une durée de 3 mois du 12 Mars au 1 Juin, réalisée au niveau du
laboratoire de microbiologie 1 (Bloc 09) de la faculté des sciences de la nature et de lavie, de

I” université Abderrahmane Mirade Bgaia.

I. Echantillonnage
Le 11 Mars 2017, le fromage artisanal (Alatig) a éé collecté a partir d'une ferme appel ée «
laiterie et fromagerie de Kardada » (oW 5 olal 3312 ) dans la compagne de Boussaéda. Un

échantillon de 1 kg a été récupéré et transporté dans une glaciére, puis conservé a4°C.

[1. Matériel et méthodes

1. Isolement des bactéries lactiques
1.1 Préparation dela solution mére et desdilutions

10g du fromage Alatig ont été dissous et homogénéisé dans 90 ml d’ eau physiologique
stérile, cette suspension dite solution mére (SM) correspond & la dilution 10 (Lebres, 2002), a

partir de cette solution, des dilutions décimales allant jusqu’ & 10°® ont été préparées (figure 3)

Solution mere(SM)

Imi Imi iml Imi Imi Im  1ml iml
L%m T T O DT D>

?’(r)]?sliilizl:que o Fﬁ ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ
stérile (Ep) -

10t 102 10° 10 10° 10° 107 108

Figure 3: Préparation des dilutions décimales
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1.2 Isolement sur milieu MRS

Une goutte a été prélevée de la solution mére et ensemence par étalement sur gélose MRS
(pH 5,4 et pH 5,6), de la méme fagon on a ensemenceé la gélose M 17 (Institut pasteur Algérie).

Une goutte de la dilution 10* & é&é prélevée et ensemencée en strie sur gélose MRS
(Liofilchem, Italy), a raison de deux boites par dilution (une boite gélose MRS a pH 5,4 et
I”autre boite gélose MRS a pH 6,5), puis incuber pendant 48h a 30°C (Kacem et Karam, 2006,
Cheriguene et al., 2007).
La méme méthode d'isolement a été adoptée pour le reste des dilutions, ainsi sur gélose M17.
(Figure4).

107
1 goutte 1 goutte ensemencée
ensemencée avec en strie
un rateau ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
MRSpH6,5 MRSpH54 M17 MRSpH6,5 MRSpH54 M17
N -

—

Incubation a 48h a30 °C

l

Test de catalase

!

Coloration de Gram

Purification des souches sélectionnées par des repiquages successifs

l

Sélection des souches catalase — et Gram +

Figure 4: Protocole adapté de |’ isolement jusgu’ a la purification des souches.
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2. Purification des souchesisolées
La purification des souches isolées a été réalisée par repiquages successifs sur gélose
MRS et M17 par la méthode des stries. L’ incubation a été réalisée a 30°C pendant 48h (Kacem
et Karam, 2006, Cheriguene et al., 2007).
La pureté des souches est révélée par la présence sur gélose de colonies homogeénes ayant
le méme aspect, laméme couleur, laméme taille et laméme forme (Guiraud, 2004).
La coloration de Gram a été faite pour confirmer la pureté des souches.

Les souches a Gram + et catalase - sont retenue pour la suite de |’ étude.

3. Conservation des souches
La conservation & été réalisé a 4°C sur bouillon MRS (Biokar, France), et bouillon M17

dans des eppendorfs stériles.

4. ldentification des souches
4.1 Pré-identification desisolats
a) L’ aspect macroscopique
Cette étude est basée sur |* observation de la culture desisolats sur gélose MRS et M17 pour

caractériser lataille, laforme et la couleur des colonies (Badis et al ., 2005)

b) Test de catalase
La catal ase permet la décomposition de |'eau oxygeénée selon laréaction :
2H,0,— 2H,0+ 0O,

L‘activité catalasique permet |a dégradation de I* eau oxygénée en oxygene et en eau. Elle
est mise en évidence en déposant une a deux colonies de |isolat de la souche a tester dans une
solution fraiche d‘ eau oxygénée a 10 volumes sur une lame. Un dégagement gazeux abondant
sous forme de mousse, traduit la décomposition de | eau oxygéenée (Guiraud, 2003).

Cetest apour but de différencier les bactéries lactiques (catal ase-) des autres bactéries.

c) L’ aspect microscopique
L’ aspect microscopique est révélé par la coloration Gram qui a pour but de différencier
les bactéries a Gram positif de celles & Gram négatif et d observer la forme et le mode de

regroupement.
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4.2 I|dentification des souches sélectionnées
L’identification a été établie en se basant sur des caractéres morphologiques et divers
caracteres biochimiques : température de croissance, production de gaz carbonique, croissance

dans les milieux hostiles, fermentation de divers sucres et hydrolyse de |’ arginine.

4.2.1 Caractérisation phénotypique des souches sélectionnées

» Croissance sur bouillon MRS et M17
Un tube stérile contenant 10ml du boillon MRS a été inocul € par une colonie isolée sur gélose
MRS, de méme un tube stérile contenant 10ml du boillon M17 a é&é inocul é par une colonie
isolée sur gélose M 17 puis incuber a 30°C pendant 24 a 48 heures, jusqu’ al’ apparition d’un
trouble bactérien (Attallah et belyagoubi, 2003).

4.2.2 Testsphysiologiques
a) Croissance a différentestempératures
Cetest est important de point de vue taxonomique, car il permet de distinguer les bactéries
lactiques mésophiles des bactéries lactiques thermotol érant, il a été réalisé apres inoculation du
bouillon MRS par des cultures fraiches, les cultures ont été incubés a différentes températures
15, 30, 37 et 44°C.
La croissance est révélée par un trouble du milieu apres 24 a 48 heures en comparaison

avec un témoin non ensemenceé (Guiraud et Galzy, 1980).

b) Croissance en présence de différentes concentrations de NaCl
Des eppendorf stérile ont été ensemences avec du bouillon MRS a2 %, 4%, 6.5% et 10 %
de NaCl, I'incubation a été faite a 30°C pendant 24 heures (Guiraud et Galzy, 1980).
La croissance de ces bactéries se manifeste par un trouble du milieu en comparaison avec un

tube témoin non ensemencé.

c) CroissanceapH 4 et 9,6

Ce test a éé réalisé sur bouillon MRS, dont le pH est gusté a 4 et 9,6, et cela en
ensemencant un eppendorf stérile contenant 1ml du bouillon MRS a pH voulue avec une
colonie prise delagélose MRS.

La croissance se traduit par un trouble du milieu aprés 24 a 48 heures a 30°C (Guiraud et
Galzy, 1980).

|§
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d) Thermorésistance

Le test de thermorésistance permet de sélectionner des especes thermorésistantes. Les
souches a tester ont été préalablement réparties dans des tubes stériles contenant du bouillon
MRS. Ces tubes ont été par la suite exposes a une température de 62°C pendant 30 min puis
refroidis rapidement sous un jet d’ eau de robinet, I'incubation a été faite a 30°C pendant
48heures (Guiraud et Galzy, 1980).

4.2.3 Tests biochimique
a) Hydrolysedel’ Arginine (ADH)

La mise en évidence de cette enzyme est intéressante pour la caractérisation des bactéries
lactiques. Le réle de cette enzyme est de libérer I’ammoniac a partir de |’ arginine.

Des eppendorf stérile contenant 1ml du milieu de Moeller & I’arginine (Institut Pasteur,
Algérie) et 0.5ml de bouillon MRS ; pour démarrer la croissance des souches; et un témoin T;
le milieu Moeller témoin (Institut Pasteur, Algérie) ont été inoculés avec une colonie d une
culture de 24h, dans des eppendorf stérile, superposer chague eppendorf inoculé avec une fine
couche de d'huile de paraffine stérile, le tout a éé incubé a 30°C pendant 6 jours araison d’ une
lecture chagque 24h.

Le milieu de Mdeller al’ arginine contient un indicateur de pH, le bleu de bromocrésol, un
résultat positif se traduit par une couleur mauve ajaune pale-violet, tandis qu’ un résultat
négatif se traduit par un virage au jaune vif, le tube témoin vire au jaune et garde la couleur
(Moller, 1955).

b) Typefermentaire

Ce test permet de différencier les bactéries lactigues homofermentaires de celles
hétérofermentaires.

Il consiste a mettre en évidence la production du gaz (CO2).Des souches fraiches
préalablement cultivées sur gélose MRS ont été ensemenceées dans des tubes stériles contenant
du bouillon MRS sans citrate (Biokar, France) et une cloche de Durham. L’incubation est
réalisée a30°C pendant 2448 heures.

Les souches homofermentaires produisent |I*acide lactique a partir du glucose, par contre
les souches hétérofermentaires produisent |‘acide lactique et le CO2 a proportions égales
(Guiraud, 2003).
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c) Fermentation des sucres

Les bactéries lactiques dégradent différemment les sources de carbone. L'éude de la
fermentation des sucres est réalisée sur e bouillon MRS modifié (sans glucose et sans extrait
de viande), additionné de rouge phénol comme indicateur de pH, le glucose du milieu est
remplaceé par le sucre atester araison de 0,1 (g/l) (Leveau et al., 1991).

Neuf sucres ont été testés dont : I’Arabinose, le Glucose, le Maltose, le Mannose, le
Sorbitol, le Mannitol, le Fructose, I’ Adonitol et e Cellobiose.

Pour ce test 6 microplagues stériles ont été utilisées, chague microplague stérile contient 96

puits dont 12 colonnes et 8 lignes chacune.

Larépartition des sucres atester dans chaque colonne a été comme suit :

7eme

1¢ colonne : Glucose colonne : Maltose

2°" colonne : Arabinose 8" colonne : Adonitol

3" colonne : Mannose 9°" colonne : Cellobiose

4°"° colonne : Mannitol 10°™ colonne : Témoin (Bouillon MRS
5°" colonne : Sorbitol sans sucre + la souche a testé)

6" colonne: Fructose

Une couche d’ huile de paraffine stérile (BIOCHEM chemopharma, France) a été gjoutée.
Aprées ensemencement des microplaques un résultat positif se traduit par un virage de

I'indicateur coloré verslejaune.

4.2.4 Lagalerie APl 50 CHL
La gaerie APl 50 CHL (bioMérieux, France) est constituée de 50 microtubes permettant
I’étude de la fermentation de substrat, appartenant a la famille des hydrates de carbone et
dérivés (hétérosides, polyalcools, acides uroniques).
Une suspension bactérienne a été préparée en inoculant une a deux colonies dans un
éppendorf stériles contenant 1ml du bouillon MRS sans sucre.

Chague microtube a été inocul é avec une suspension bactérienne, puis couvert par une fine
couche de I’ huile de paraffine stérile, I'incubation a été faite a 30 °C pendant 48 heures a
raison de deux lectures la premiere a 24h et la seconde a 48h.

Durant la période d'incubation, la fermentation se traduit par un changement de couleur

dans |e tube, di a une production d'acide révélée par virage au jaune du milieu.
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|. Pré-ldentification desisolats
Cent-trente souches de bactéries ont été isolées sur gélose MRS et M 17 a partir du fromage
artisanal « Alatig », seule les bactéries Gram (+) et catalase (—) ont été retenues.

La purification des souches isolées, nous a permis d avoir cent souches pures (cinquante
sur gélose MRS et cinquante sur gélose M17), chague souche présente des colonies de la
méme couleur, laméme taille et laméme forme.

Note: les cinquante souches isolées sur gélose M17 non pas fait |’ objet de cette étude par

faute de temps.

A) Aspect macroscopique
Les souches pures donnent sur gélose MRS des colonies de tailles variables avec une
couleur blanchétre ou laiteuse, de 2 a 3 mm de diametre (Figure5).

Figure5: Aspect des colonies de bactérieslactiques sur le milieu MRS pH 5,4

B) Test decatalase
Toutes les souches isolées ne représentaient pas d’ effervescence I’ ors de |’ gjout d’ une goutte

de H,0,, ce qui s explique par le fait que ces bactéries ne possedent pas d’ activité catalasique.

C) Aspect microscopique

Apres une coloration de Gram, |’ aspect microscopique des souches arévélé deux formes de
cellules : cogues et batonnets (figure 6), dont 33% sont des coques (regroupées en
diplocoque, chainettes, et en amas), et 67% sont des bacilles (sous forme de cellules
individuelles, groupés en chainettes ou en amas (Figure 7).

Les résultats de I examen microscopique des 50 souches sont illustrés dans le tableau H.
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Figure 6 : Aspect microscopique de quelques souches isolées: de longs bacilles en chainette
(A), de coco bacille (B) (coloration de Gram) (Gx 100) (ZEISS, West Germany).

Bacilles
67%

Figure 7: Distribution du pour centage desisolats lactiques (%)

Tableau U : Morphologie des souches lactiques étudiées

Morphologie | pH du milieu d’isolement | Souche M ode de regroupement

S1 En paire et en chainette
S2 En chainette et en amas
S3 En chainette et en amas
A En chainette et en amas
S5 En chainette et en amas

Bacille 54 S6 En chainette et en amas
S7 En chainette et en amas

Ovoide allogée dans la direction de la

S8 chaine
S9 En paire et en courte chaine
S10 En paire et en courte chaine
S11 En paire et en courte chaine
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S12 En chainette et en amas
S13 Individuel et en chainette
S14 En paire et en courte chaine
5,4 S25 En paire et en chainette
S26 En paire et en courte chaine
S27 En paire et en courte chaine
S28 En paire et en courte chaine
_ S29 En chainette et en amas
Bacille S30 | Enchainette et en amas
S21 En chainette et en amas
S22 En chainette et en amas
S23 En paire et en courte chaine
S24 En paire et en chainette
S38 En paire et en courte chaine
S39 Individuel, en paire et en courte chaine
0 Individuel, en paire et en courte chaine
Al En courte chaine
A2 En paire et en courte chaine
6,5 A3 En paire et en courte chaine
4 En paire et en courte chaine
S21 En chainette et en amas
S22 En chainette et en amas
S23 En paire et en courte chaine
S24 En paire et en chainette
A5 En paire et en courte chaine
46 En paire et en chainette
A7 En paire et en chainette
48 Allongée en paire, en courte chaine et en
petits groupes
. 49 En paire et en chainette
Coccl S50 | En paire et en chainette
S15 En courte chaine
S16 En paire et en chainette
S17 En paire et en chainette
S18 En paire et en courte chaine
S19 En paire et en chainette
54 S20 | Encourte chaine
S31 En courte chaine
S32 En paire et en courte chaine
S33 En paire et en courte chaine
S34 En paire et en chainette
S35 En paire et en courte chaine
S36 En paire et en courte chaine
S37 En paire et en chainette

(Suite)



CHAPITRE 11 Résultats et discussions

[I. Identification des souches
Il. 1.Caractérisation phénotypique des souches
La croissance des bactéries apparait sous forme de trouble homogene dans le milieu MRS
liquide, cetrouble est concentré au fond du tube a la recherche des conditions anagrobiques
(Figure8).

Figure 8: Aspect d’une culture puredanslebouillon MRS.

I1.2. Croissance a différente conditions
[1.2.1 Croissance a différente températures
Les résultats obtenus ont montré que toutes les souches isolées poussent a 30°C.
Cependant, 72% des souches poussent a 15 °C, 96% poussent a 37°C et 72% poussent a 44°C.
Néanmoins, 42% des souches ont une large gamme de température de croissance, elles
poussent a15 °C, 30°C, 37 °C, 44°C. (Tableau Il1).
[1.2.2 Croissance a différente concentration de NaCl
Les résultats obtenus ont montré que 84% des souches isolées poussent a 2% de NaCl.
Cependant, 64% des souches poussent a 4% et 6,5%. Néanmoins, 70% des souches poussent a
10% de NaCl.
26% des souches ont une large gamme de croissance a différentes concentration de NaCl,
elles poussent a 2%, 4%, 6,5%, 10% (Tableau Il1).
I1.2.3 Croissance a différents pH
92% des souches poussent a pH acide (pH= 4), a |’ exception des souches suivantes S15,
S17, S22, S33, S34, $45, tandis qu'a pH basique (pH= 9,6) , 72% des souches poussent sauf
les souches S1, S8, S13, S19, S23, S24, S25, S33, S37, S38, S47, 48, S50 (Tableau 111).
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. Résultats des tests physiologiques

Tableau I11
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48 + 3 3 + + +/- + + 3 -

49 + A A + + - + + A A

S50 + A A - + - + + A -
+ : test positif ; —: test négatif ; * : résultat intermeédiaire

[1. 3. Thermorésistance
Apres exposition a une température de 62°C pendant 30 min suivie d’ une incubation de
48h, uniguement 6 souches (S17, S20, S34, S37, SA7 et S49) ont révél ée un résultat positif
(figure9).
Les résultats montrent que ces 6 souches sont des souches thermorési stantes,

contrairement au reste des souches qui ne possedent pas ce caractere.

510 $20 Témoin

Figure 9 : Résultats du test de ther mor ésistance des souches S20, S10.

I1. 4. Tests biochimiques
[1.4.1 Typefermentaire

La majorité des bactéries isolées ne produisent pas de gaz lors de la fermentation du
glucose c'est-a-dire elles sont homofermentaires. Trois souches (S19, S33 et S35) fermentent
le glucose avec production du gaz (figure 10) ce qui indique le type hétérofermentaire de ces

dernieres. Hétérofermentaire Homofermentaire

S19 T S17

Figure 10 : Résultats du test du type fermentaire des souches S17, S19 et letémoin
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[1.4.2 Hydrolysedel’Arginine (ADH)

Sur lemilieu Méeller al’ arginine et le milieu M6eller témoin, on observe un virage au
jaune apres 24h d’incubation et qui devient vif au bout de 48h (Figure 11) et dure jusqu’ au
6°™ jour pour toute les souches. (Tableau 1V).

Levirage au jaune vif du milieu provient de la fermentation du glucose par |es bactéries
en entrainant une acidification du milieu qui se manifeste par un changement de couleur du
violet au jaune, ce qui traduit un résultat négatif ¢’ est adire que toutes les bactéries testées
n‘ont pas la capacité a hydrolyser |*arginine, car elle ne possédent pas | ADH (arginine
déhydrolase) (Kheddid et al., 2006).

Figure 11 : Résultatsdu test del’hydrolyse del’arginine par les souches testées.

[1.4.3 Fermentation dessucres
La détermination des genres et des espéces bactériennes, réside essentiellement dans leurs
capacités afermenter les sucres en acide lactique et d autres acides organiques (figure 12 et

figure 13 en annexe)

Figure 12 : Résultat du test « profile fermentaire » des souches.



CHAPITRE II

Résultats et discussions

Les souches isolées ont été identifiés au niveau de |I' espece en utilisant le site internet

Abis online bacterial identification (http://www.tgw1916.net/bacteria logare desktop.html).

L’identification a révelée 24 especes différentes sur 48 souches, ce qui montre une grande

diversité des bactéries composant ce fromage, |’ espece majoritaire est Lactobacillus nagelii

avec un pourcentage de 22,45%, suivie par Enterococcus avium (8,16%), Lactobacillus

aquaticus(6,12%), Lactobacillus mali(6,12%), Enterococcus phoeniculicola(6,12%), et a

4,08% les especes: Lactobacillus ghanensis, Lactobacillus paralimentarius, Lactobacillus

acidophilus, Lactobacillus plantarum, Enterococcus moraviensis, Enterococcus sulfureus, et

enfin a un pourcentage trés minime (2,04%) les souches: Lactobacillus curvatus subsp

melibiosus, Lactobacillus saniviri,

Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus composti,

Lactobacillus durianis, Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus, Lactococcus lactis subsp

tructae, Enterococcus faecium, Enterococcus malodorantus, Enterococcus casseliflavus,

Enterococcus termitis, Streptococcus parvulus.

Les résultats obtenus sont illustré dans le tableau V.

Tableau IV : Profil fermentaire des bactéries lactiquesisolées

Sucres
o 8 |5 | 8 | Pourcentage d’identification

2128 |2 |8 |g 2|2

Q = c c = o] = 8

o | 8 8 |B|=|§5|2°

S| |8 |8 |53 |83 |3
Souches\ | © | [ | |8 | |S | < |O
S1 + + + + - + + - + Lactobacillus aquaticus (91%)
S2 + |+ |+ |+ [+ |+ |+ - + Lactobacillus nagelii (91%)
S3 + |+ |+ |+ [+ |+ |+ |- + Lactobacillus nagelii (91%)
A + |+ |+ |+ [+ |+ |+ |- + Lactobacillus nagelii (91%)
S5 + |+ |+ |+ |+ |- + |- + Lactobacillus nagelii (84%)
S6 + |- + |+ |+ |- + |- + Lactobacillus nagelii (91%)
S7 + |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ Lactobacillus nagelii (91%)
S8 + |+ |+ |- - + |- - + Lactobacillus curvatus subsp

melibiosus (89%)

S9 + |+ |+ |+ |+ [+ |- + |+ Lactobacillus ghanensis (91%)
S10 + |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ Lactobacillus mali (80%)
S11 + |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ Lactobacillus saniviri (91%)
S12 + |+ |+ |+ [+ |+ |+ |- + Lactobacillus nagelii (91%)

(Suite)

m
I
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S13 + |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ Lactobacillus rhamnosus (91%)

S14 + |+ |+ |+ [+ |+ |+ |- + Lactobacillus composti (91%)

S15 + + + + + + + + + Enterococcus avium (90%)

S16 + + + + + + + + + Enterococcus phoeniculicola (99%)

S17 + |+ |+ |+ -+ |+ - + Enterococcus phoeniculicola (99%)

S18 + - + + +- | + + +H- |+ Lactococcus lactis subsp tructae
(91%)

S19 + |+ |+ |+ [+ |+ |+ | +H- |+ Enterococcus avium (97%)

S20 + |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ Enterococcus avium (88%)

S21 + |+ |+ |+ |+ |+ |- + |+ | Lactobacillus nagdlii (91%)

S22 + |+ |+ |- - + |+ | H- |+ Lactobacillus nagelii (84%)

S23 + |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ Lactobacillus ghanensis (91%)

S24 + + - - - + + - + Lactobacillus aquaticus (91%)

S25 + |+ |+ | H- |- + | H- | H- |+ Lactobacillus aquaticus (91%)

S26 + |+ |+ | H- -+ |-+ Lactobacillus paralimentarius (90%)

S27 + + + +- | +H- |+ + +H- |+ Lactobacillus acidophilus (85%)

S28 + |+ |+ | H- -+ |-+ Lactobacillus acidophilus (85%)

S29 + |+ |+ | +H- |- |+ | +- | +- | +/- | Lactobacillus nagelii (84%)

S30 + |+ |+ |+ -+ |-+ Lactobacillus nagelii (92%)

S31 + |+ |+ |+ -+ |- -+ Enterococcus avium (90%)

S32 + |+ |+ |+ -+ |- -+ Enterococcus faecium (86%)

S33 + H- | H- |+ + +- | H- | - |+ Enterococcus moraviensis (87%o)

S34 + |+ |+ | H- -+ |+ -+ Enterococcus phoeniculicola (99%)

S35 + | H- | H- | H- - +H- | H- | H- |+ Enterococcus mal odorantus (86%)

S36 + +H- | +H- |- - +- | H- | - |+ Enterococcus casseliflavus (86%)

S37 + |- - - - - -+ Enterococcus moraviensis (87%)

S38 + |+ |+ |- - - -+ Lactobacillus paralimentarius (90%)

S39 +- | +- | +- | H- | +- | +- | +/- | +/- | /- | Lactobacillus plantarum (85%)

40 +- | + +- | +/- | +/- | +/- | +/- | +/- | +/- | Lactobacillus plantarum (85%)

Al + - - +- | + + + +/- | +/- | Lactobacillus delbrueckii subsp
bulgaricus (84%)

A2 + |+ |- - - - + | +/- | +/- | Lactobacillus mali (87%)

(Suite)
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43 + - - - + |4+ Lactobacillus mali (87%)

4 - - - +/- + |+ |- Lactobacillus durianis (90%)
45 + +- | - - + +- | - Streptococcus parvulus (81%)
46 + - - +/- + +- | - Enterococcus sulfureus (90%)
A7 + + | H- |+ + | +/- | +/- | Enterococcus sulfureus (90%)
48 + + - - + +/- | +/- | Enterococcus termitis (90%)

II.5. Lagalerie APl 50 CHL

(Suite)

Parmi les 50 souches isolées, 5 souches (S9, S10, $42, 43, S50) ont été séectionnées

pour une identification approfondies avec la galerie APl 50 CHL, cette sélection est basée sur

leurs activités biotechnologiques en se référant & une étude antérieure réalisee au laboratoire

(S9, S10 pour ,leurs activités lipolytique, $42 et S43 pour leurs activités protéolytique, S50

pour son activité acidifiante).

Les résultats obtenus (tableau V et figure 14) sont comme suit : la souche S9 correspond

a Lactobacillus ghanensis avec un pourcentage de 91%, la S10 correspond a Lactobacillus

mali avec un pourcentage de 80%, la SA2 et la $43 correspondent a Lactobacillus mali avec

un pourcentage de 87%, la S50 correspond a Lactococcus plantarum avec un pourcentage de

86%.

Avant incubation

Aprés incubation

Figure 14: Résultat delagalerie APl 50 CHL delasouche42.
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Tableau V : Résultat delagalerie APl 50 CHL

Résultats et discussions

S9 S10 S42 43 S50
Les sucres testés 24h  48h | 24h 48h | 24h 48h 24h | 24h 48h
48h
Glycérol - - - - I - |+ |- -
Erythritol - - - - - - - - |- -
D- Arabinose - - - - +- |+ - - |- -
L-a-Arabinose - - + + +/- | +/- +H- |+ |- -
Ribose - - - - - + +H- [+ |- R
D-Xylose - - +- | +- +- |+ - - |- -
L-Xylose - - - - +- |- - - - -
Adonitol - - - - +H- |+ - - |- -
Methyl —-D —xylopyranose - - - - +- |- - - |- -
Gadactose +/- + + + +- |+ +H- |+ |- -
Glucose +H- |+ + |+ +- |+ - |+ [ +- | +-
Fructose +/- + + + +- |+ +H- |+ | +- +
Manose +H- |+ + |+ +- |+ H- [+ | H- |+
Sorbose +/- + + + +- |+ +H- |+ |- -
Rhamnose - - - - +H- |+ - - - -
Dulcitol - - - - +- |+ - |+ |- -
Inositol - - - - +- |- - |+ |- _
Manitilol +H- |+ + |+ +- |+ +H- |+ [+- |+
Sorbitol - - + |+ +H- |+ H- |+ [ +H- |+
Méthyl — D- Manopyranoside - - - - +H- |+ +- |+ |- -
Méthyl -D — Glucopyranoside | - - +/- | +- +H- |+ - |+ |- -
N — acetyl- Glucosamine +H- |+ + |+ +H- |+ H- |+ | +H- |+
Amygdalin - - + |+ +- |+ +H- [+ |- -
Arbutin - - + |+ +H- |+ - |+ |- -
Esculin +H- |+ + |+ +- |+ - |+ |- -
Sdlicin - - + |+ +- |+ +- |+ |- -
Cellobiose +H- |+ + |+ - |+ +H- |+ |- +
Maltose +- |+ + |+ +H- |+ H- |+ [ +H- |+
(Suite)



CHAPITRE 11 Résultats et discussions

Lactose +H- |+ + |+ +- |+ H- [+ | H- |+
Mélibiose - - + |+ +H- |+ +H- |+ |- -
Saccharose - - + + +- |+ +- |+ |- -
Tréhalose +H- |+ + |+ +- |+ - |+ [ +- |+
Inulin - - + |+ +H- |+ +H- |+ |- -
Méelizitose +- |+ + |+ +H- |+ H- |+ [+- |+
Raffinose - - + |+ +- |+ +H- |+ |- _
Amidon - - + |+ - H- |+ |+ - -
Glycogéne - - + |+ - - - - - -
Xylitol - - - - - - - - |- -
Gentiobiose - - + |+ + |+ +H- |+ |- -
Turanose +/- + + + + + +- |+ | +/- +
Lyxose - - - - + + +- |+ |- -
Tagatose +/- + + + + + H- |+ | H- +
L- Fucose - - - - - - - - |- -
D —fucose - - - - + |+ - - |- -
D- Arabitol - - - - + + +- |+ |- -
L —Arabitol - - - - - - - - - -
Potassium gluconate +H- |+ - - - - +- |+ [+- |+
Potassium 2 — Ketogluconate - - - - - - - - |- -
Potassium 5 - Ketogluconate - - - - - - H- |+ |- -
Souches identifiés Lactobacillus | Lactobacillus | Lactobacillus mali L actococcus
ghanensis mali (80%) (87%) plantarum
(91%) (86%)

(Suite)
L’identification des souches avec la galerie APl 50 CHL a permit d'identifier 5 espéces
qui sont : Lactobacillus ghanensis, Lactobacillus mali, Lactococcus plantarum.
A l'issue de ce travail, cinquante (50) souches ont été isolées et purifiées, par la
détermination des caractéristiques morphol ogiques, physiologiques et biochimiques.
L’identification a été réalisée sur quarante-neuf (49) souches (coques et bacilles).
Les isolats identifiés étaient des coques et des bacilles appartenant aux 4 genres ;

Lactobacillus (65%), Enterococcus (29%),Lactococcus (4%) et Streptococcus (2%).
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L’identification a révélée des espéces appartenant au genre Lactobacillus sont connues,

notamment les especes : Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus et Lactobacillus

acidophilus on été retrouvées parmi notre collection.

Certains espéeces isolée de ce fromage « Alatig» ont dé§ja été isolée d autre fromages

dont :

E. avium, cette espece a été également isolée du fromage Feta (Litopoul ou-Tzanetaki.
et Tzanetakis, 2011), du fromage Tulum alafin d' affinage (Cakmakci et al., 2008) et
des fromages espagnols ; Roncal et Idiazébal (fromages a base de lait de brebis)
(Arizcun et al., 1997).

Lb. plantarum, espéce prédominant des lactobacilles isolés des fromages Grec
traditionnels Batzos, Feta, Teleme, Kopanisti, Krassotyri, Graviera, Kefalotyri et
Manoura, (Litopoulo — Tzanetaki et Tzanetakis, 2011) et du fromage TMM (Carafa et
al., 2015). Elle constitue une espece majore des NSLAB dans le fromage Cheddar
(MC Carthy et al., 2015). Elle a été identifiée aussi dans I’ écosystéme du fromage
Bouhezza comme espéce dominant (Aissaoui Zitoun et al., 2011b ; Saoudi, 2012 ),
dans le biofilm de la Chekoua et |e Lben de fabrication (Senoussi, 2013).

L’espece Lb. rhamnosus fait partie de I’écosysteme microbien du fromage Feta
(Litopoulou-Tzanetaki. et Tzanetakis, 2011), du fromage PDO Grana Padano
(fromage traditionnel de 13 mois d’ affinage) (Pogaci et al., 2013), du fromage Coa ho
(fromage au lait de chevre) (Rolim et al., 2015) et du fromage TMM (Carafa et al.,
2015).

D’aprés Cakmakci et al. (2008), Les lactobacilles et les lactocogques prédominent dans

les fromages non affinés et les lactocoques disparaissent rapidement apreés trois mois

d affinage. Les lactobacilles sont le principal groupe des bactéries lactiques présent dans

plusieurs types de fromages et ' est ce qui a été trouve dans cette étude.
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Conclusion

La présente éude a été réalisée dans le but de connaitre la population lactique présente

dans un fromage traditionnel « Alatig » originaire de larégion de Boussadda.

Au cour de ce travail, des bactéries lactiques ont été isolées et ont fait |'objet d’ études
morphologiques, physiologiques et biochimiques afin de les identifier. Sur la base de la
coloration de Gram et la catalase, 50 isolats ont été sélectionnés. Les isolats ont été identifiés
par |'étude de leurs caracteres biochimiques et physiologiques. Les isolats présentant des

aptitudes technologiques ont été identifiés par la galerie APl 50CHL.

Les résultats obtenus ont permis d attribuer ces isolats a quatre genres différents a savoir
Lactobacillus, Enterococcus, Lactococcus et Streptococcus. Le genre bactérien le plus
dominant est Lactobacillus (65%), suivi de Enterococcus (29%) puis Lactococcus (4%) et en

fin Sreptococcus (2%). L’ espece bactérienne la plus dominante est Lactobacillus nagelii.

Cing souches: S9 (activité lipolytique), S10 (activité lipolytique) S42 (activité
protéolytique), 43 (activité protéolytique) et S50 (pouvoir acidifiant) ont fait I’objet d’une
identification approfondie avec la galerie APl 50CHL. Les résultats obtenus ont montré que
ces isolats appartiennent respectivement aux espéces suivantes: Lactobacillus ghanensis avec
un pourcentage de 91%, Lactobacillus mali avec un pourcentage de 80%, Lactobacillus mali

avec un pourcentage de 87%, et Lactococcus plantarum avec un pourcentage de 86%.

Cette étude reste préliminaire, elle nécessite une étude complémentaire basée sur :
- identification génotypique desisolats

- étude des aptitudes antimicrobiennes des isolats

- étude des aptitudes probiotiques des isolats

- Fabrication de produits laitiers fermentés en utilisant cesisolats
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Annexe 1 : Lesreations phylogénétiques de I’ ordre « Lactobacillales » dans la classe des «

bacilli »

Figure 1: Dendrogramme illustrant les relations phylogénétiques de I’ ordre « Lactobacillales
» dans la classe des « bacilli » (De VOS et al. ,2009).
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Annexe 2 : Caractéristiques différentielles et clef d'identification des bactéries lactiques

Tableau I: Caractéristiques différentielles des bactéries lactiques (Dérivée a partir de
Axelsson, 1998 ; Leisner et al., 2000)

+ positive ; - négative ; [ résultats variés selon I’ espece ; ND, non déterminé.

Figure 2: Clef d’identification des bactéries lactiques (Montel et al., 1991).
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Annexe 3 : Composition des milieux de culture

e Bouillon MRS (BIOKAR, France)

Composition du milieu

O POlYPEDLONE........eoeiiice et 10,00 g/l
O EXtrait deViande ........ccceveeieeeerie et eee e 10,00 g/l
O Extrait autolytique de leVUre .........cccoveeveeeceeeere e 5,00 g/l
(O I €100l = SR 20,00 g/l
O TWEEN 80ttt nre s 1,08 g/l
O Phosphate dipotaSSiqQUE .......cc.eceereeieieerieeieseeseesee e see e see e 2,00 g/l
O AcEtate de SOUIUML.......ccereeieieriesie e 5,00 g/l
O Citrate d' ammONiUM.........ccooeereerienieseeie e 2,009/
O Sulfate de MagNESIUM.........coiieiueeiereerieeeeseese e seeseeeeesrees seeas 0,20 g/l
O Sulfate deMaNganNESE.........ccouererererieseeeeieeeee e erees eaeens 0,059/l

pH du milieu: 5,7 £ 0,1
Stériliser al’ autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
. Gélose MRS pH 6.5 (Liofilchem, Italy)

Composition du milieu

0 POIYPEPLONE. ... e 10,00g/I
0 extratdeviande ..........cooiiiiiiiiii 10,00g/I

O extratdelevure ... ..o 5,00g/I
O QIUCOSE ...t 20.00g/I
O IWEEN B0, ..t 1,089/l
0 phosphate dipotassiqUe .........euveieiee e e, 2,00g/I
O aCAae de SOIUM ... e e e 5,009/l
0 Citraled ammonium ..........cooiviiiiiiiiieieee e e e e eeenn..2.2,000/1
0 sulfaledemagnéSium ..........ovvirie e e e aaeaeae 2,000/1
0 Sulfaledemanganbse... ... .c.oviveire et 0,05¢/I
0 agar agar bactériolOgiqQUE .......vvve et e e 15,00g/I

pH du milieu: 6.5+ 0,1

Steériliser al’ autoclave a121°C pendant 15 minutes.

e Géose M17 (Institut pasteur Algérie)

0 Peptonedesoja.........cooviviiiiiiiiiiiiiiii e e e 2. 5,000/
0 Peptonedeviande..........c.uveiiiiiiiii i 2,50g/I
O TIYPLONE. .. .o e e e e e e e e 2,500/1
o]

extrat deViande .........c.ouvveiii i 5,00g/I
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O extratdelevure ... ..o 5,00g/I
O LACIOSE. ... e 5,00g/1
0 Acideascorbique..........ccooiiiiiiii i 0,50g/I
0 Glycérophosphate desodium.............cooviiiiiiiiiiininnn, 19g/I
0 Sulfatedemagnesium..........ovvveviiiieiieiie e aie e ennnns 0,25¢g/I
O A e 209/l

pH du milieu: 6,4+ 0,1

Stériliser al’ autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

e Bouillon MRS sanssucre (BIOKAR, France)

Composition du milieu

(O I o) o 1= o] 0] = SR 10,00 g/l
O EXtrait deViande .........ccceveriiieerieeie et 10,00 g/l
O Extrait autolytique de levure ..........ccoovevereneeneeree e 5004/l
O TWEEN 80ttt bennea 1,08 g/l
O Phosphate dipotaSSiQUE .......cc.eceerieeiieieerieeie e e sae e neens 2,00 g/l
O AcCEtate de SOUIUML.......ccueiieieierieee e 5,00 g/l
O Citrate d ammONiUM.........cccouereereseereeresee e esee e eee e sre e sns 2,00 g/l
O Sulfate de MagNESIUM.........cccieeieiiereereeeeseese e seeseeeeesreens seeas 0,20 g/l
O Sulfate de MaNQanNESE..........coveruererereseeeeeeeeee e erees esens 0,059/l

pH du milieu: 5,7 £ 0,1
Stériliser al’ autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

e Bouillon MRS sanscitrate (BIOKAR, France)

Composition du milieu

(O I o) o 1= o] 0] = S SSS 10,00 g/l
O EXtrait deViande .........ccoveeieieeieee e 10,00 g/l
O Extrait autolytique de leVUre ..........coveeveeieceeeee e 5,00 g/l
(O I €U To o= 20,00 g/l
O TWEEN 80ttt sresreeneas 1,08 g/l
O Phosphate dipotaSSiQUE ........c.coeeiieriiereerieniesee e 2,009/
O AcEtate de SOIUM........coeeieeeeeiesie e 5,00 g/l
O Sulfate demMagnESiUM.........ccceeireeierieiene e e seeene 0,20 g/l
O Sulfate de MaNQanNESE.........cccoererererieseeeeeeeeee e erees esens 0,059/l

pH du milieu: 5,7 £ 0,1

Stériliser al’ autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
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Annexe 4 : Résultat du test « profile fermentaire » des souches.

Figure 13 : Résultat du test « profilefermentaire» .



Résumeé

Notre étude a porté sur I'isolement et I'identification de bactéries lactiques, isolée a
partir du fromage artisanal « Alatig» collecté a partir d’'une ferme appelée « laiterie et
fromagerie de Kardada » (0l 5 glal 3313 %) dans la compagne de Boussadda. Les différentes
souches ont été identifiées sur la base des méthodes classiques afin de les attribuées aux
différents genres voir espéces. Au total 50 souches de bactéries lactiques ont été isolées
suivant la coloration de Gram et le test de la catalase, purifiées puis soumises a un ensemble
de test biochimiques et physiologiques. Les résultats de cette étude montrent une présence
majoritaire de bacilles (67%) par apport aux couques (33%). L’identification de I’ensemble
des isolats a permis de les rattachées en 4 genres (Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus
et Enterococcus).
Mots clés : bactéries lactique, identification, Lactobacillus, fromage artisanal.
Abstract
Our study focused on the isolation and identification of lactic acid bacteria they were isolated
from traditional cheese at Kardada s farm in the region of Boussadda. The different strains
were identified using conventional methods assigned to them to see different kinds here. A
total of 50 strains of lactic acid bacteria were isolated following Gram staining and catalase
test, purified and then subjected to a series of biochemica and physiological tests. The results
of this study show a majority presence of rod (67%) by contribution to cocci (33%). The
identification of all isolates allowed the attached into 4 groups (Lactobacillus, Streptococcus,
Lactococcus and Enterococcus).

Keywords: lactic acid bacteria, identification, Lactobacillus, artisanal cheese.
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