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Résumé 

En Algérie, Bouhazza,  produit laitier fermenté traditionnel, est le plus souvent  consommé 

soit tel qu’il est, ou aprs un schage afin de prolonger sa dure de conservation. Il contient 

une microflore productrice de substances antimicrobienne. 

Les bactéries lactiques sont utilisées dans la fermentation et la bioconservation des aliments 

grce  la production des acides organiques et d’autres substances antibactriennes telles que 

les bactériocines en inhibant certaines souches pathogènes. 

Des dénombrements de la flore mésophile totale et de la flore lactique de ce produit  laitier 

traditionnel ont été effectués sur les milieux MRS, où la charge de la flore mésophile totale est 

très élevée atteint jusqu’ (3x106 UFC/g).

Dans le but de mettre en vidence l’effet inhibiteur de ces bactries, nous avons tudi le 

pouvoir antagoniste de 38 souches isolées (sur milieux MRS incubé  à 30°C pendant 24h),  de

Bouhazza frais vis-à-vis  plusieurs  souches pathogènes (Escherichia coli, Listeria 

monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis ,Klebsiella pneumoniae, 

Pseudomonas aeruginosa et des champignons : penicillium, A .niger et A.flavus).la recherche 

de l’ontagonisme bactrien  t realise suivant la mthode de doubles couches et des piuts 

.Leur interactions  conduit  l’apparition des zones d’inhibition importantes. 

L’identification et Les caractristiques des souches ont rvl qu’ils appartiennent aux  genres 

: Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Entérococcus, Pediococcus et Streptococcus.

Mots clés : Bouhazza, Bactéries lactiques, bio conservation, Antagonisme, bactériocine. 
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La fermentation, dans une grande partie de l'histoire humaine, a été le moyen le plus  

commun  de conservation des produits périssables (lait, viandes, légumes etc.). Elle  

contribue, grâce aux microorganismes, à  plusieurs avantages comme l’ajout de nouveaux 

goûts, de saveurs, d'arômes et de textures. Elle permet  galement l’amlioration  de  la  

valeur  nutritionnelle  des  aliments,  l’augmentation  de  leur digestibilité et l'élimination de 

substances toxiques (Kamal-Eldin, 2012).  

Le macrobiote fermentaire, joue  un  rôle  clé  dans  la bio préservation  des 

aliments,  grâce à  une variété de composés et de métabolites produits;  acide  organiques,  

CO2,  H 2O2,  Diacétyle,  Acide  phenyllacétique,  Dipeptides cycliques, Bactériocines, 

Reutérine et acides gras. Ils agissent parfois de manière synergique dans les écosystèmes 

alimentaires complexes contre la détérioration des aliments et les microorganismes 

pathogènes (Corsetti et al., 2015).  

          La conservation des produits dans l’industrie alimentaire est essentielle au maintient 

de la qualité sanitaire et nutritionnelles des matières premières. En général, des conservateurs 

chimiques sont utilisés pour contrôler la flore d’altration des aliments et inhiber le 

développement des microorganismes pathogènes. Cependant, l’usage excessif de ces agents 

chimiques peut avoir des répercutions négatives sur la santé humaine. De plus, la résistance 

des microorganismes à la plus part des conservateurs, représente un réel problème en industrie 

alimentaire (Corsetti et al., 2015). La biopréservation constitue, donc, la meilleure alternative 

aux conservateurs chimiques, pour permettre la prolongation de la durée de vie des aliments et 

la préservation de la santé des consommateurs. Le microbiote fermentaire présente 

actuellement  un  intérêt scientifique  particulier,  car  il  constitue un réservoir précieux de 

microorganismes producteurs de substances bioactives particulièrement aux propriétés 

préservatrices de la matière alimentaire (Vandana bharti, 2015).   

           En Algérie, de nombreux types de fromages traditionnels de différentes régions du 

pays sont actuellement produits au niveau des ménages ou de façon artisanale. Bouhezza est 

un exemple de ces fromages du nord-est de l'Algérie (région  des Chaouia), fabriqué et affiné 

dans des sacs de peau animale (chèvre ou brebis) appelés communément Chekoua.  Aissaoui 

Zitoun et a l., (2014) ont montr que l’écosystème du fromage Bouhezza est dominé par la 

flore lactique indigne.   notre  connaissance, il  n’existe  aucune  tude  sur les proprits 

biotechnologiques, notamment antimicrobiennes, des bactéries lactiques isolées à partir de ce 

fromage du terroir algérien.  
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Afin   d’tudier le potentiel bioprservateur de la flore lactique du fromage Bouhezza,  nous  

avons ciblé, dans ce travail, les objectifs suivants : 

- Isolement des BL à partir d’chantillons de Bouhezza fabriqués localement ; 

- Caractérisation partielle des isolats ; 

- Mise en vidence de l’activit antibactrienne et antifongique des isolats sélectionnés 



CChhaappiittrree I
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Chapitre  I                                             Les produits laitiers  fermentés algériens

 Page 3 

 1. Introduction  

L’augmentation de la production du lait durant certaines saisons, et la difficult de son 

préservation sous la forme fraiche à conduit au développement des technologies de production 

traditionnelles (Dharam et Narender, 2007). Les produits laitiers transformés par une 

fermentation essentiellement lactique qui aboutit  l’acidification et  la glification du lait (Bal 

et Sodini, 2012). En plus de la conservation des solides du lait pour plus longtemps à 

température ambiante, la fabrication de produits laitiers traditionnels améliore la valeur 

alimentaire du lait. Une large gamme de produits laitiers fermentés est commercialisée à travers 

le monde. Il existe un grand nombre de laits fermentés provenant de plusieurs pays et qui 

diffèrent par leur matière première, leur flore microbienne, leur technologie, leur texture, leur 

goût et leur durée de conservation.Les produits laitiers traditionnels algériens importants qui ont 

la signification commerciale sont : L’ben, Klila, Bouhezza, Jben, Rayeb, Dhan , Zebda et 

Takammarit et autres (figure 1). 

                 Figure 1 : différents produits du lait fermenté (université de Batna, Depat : Agro.). 
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2.  Les produits laitiers  

2.1 Les laits fermentés  

Le lait est le produit le plus proche du concept « aliment complet» au sens physiologique 

du terme, car il renferme la quasi-totalit des nutriments indispensables  l'homme. C’est un 

aliment nutritif pour les êtres humains, indispensable pour le nouveau-n, comme pour l’adulte. 

Il constitue un milieu propice pour la croissance de nombreux micro-organismes, en particulier 

les bactéries pathogènes (Chye et al., 2004). 

2.1.1  L’ben

A  l'époque  l'homme commencé à domestiquer les espèces laitières et à utiliser leurs 

laits. Sa fermentation lactique lui donne son arôme naturel et sa saveur inimitable (Ouadghiri, 

2009 ; Benkerroum et Tamime, 2004). L’ben est un produit lacté classé dans la catégorie « lait 

fermenté » très répondu en Algrie où il est consomm aussi bien  la compagne qu’en ville 

(Touati, 1990).  

Sa préparation artisanale est simple il est  fabriqué à partir du lait de vache, de brebis ou 

de chvre. Le lait subit une acidification spontane par sa flore originelle jusqu’ coagulation. 

Celle-ci se fait à température ambiante et dure 24 à 48 h selon la saison. Le barattage qui lui  

agitation ou barattage, un certain volume d’eau (environ 10 % du volume du lait),  chaude 

ou froide suivant la température ambiante est ajoutée (Hallel, 2001), L’ben entre dans la 

fabrication de différents fromages traditionnels tels que Bouhezza et Klila (Aissaoui, 2004). 

2.1.2  Raïb

Le Raïb a une très ancienne tradition en Algérie; il est fabriqué à partir du lait cru de 

vache ou de chèvre. La fermentation du lait, comme de nombreux procédés traditionnels de 

fermentation, est spontanée et incontrôlée et pourrait être une source précieuse des bactéries 

lactiques autochtones (Mechai et Kirane, 2008). Contrairement au L’ben, le Raïb ne subit pas 

une opration de barattage et d’crmage, il s’agit d’un lait fermenté entier. 
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2.2  Les fromages traditionnels   

En Algérie, les fromages traditionnels sont peu nombreux, non entièrement recensés et 

aussi peu étudiés, environ dix types de fromages sont connus dans différentes régions du pays

(Aissaoui zitoun et al., 2011). Les fromages Bouhezza, Mechouna et Madeghissa sont fabriqués 

dans la région des Chaouia (Nord-est), Takammèrite et Aoules dans le sud, Igounanes dans la 

région de Kabylie (Aissaoui zitoun et al., 2011), Klila et Djben sont connus dans plus d’une 

région (Hallel, 2001). Ces fromages restent encore non labellisés, leur fabrication est destinée à 

l’autoconsommation au niveau familial. 

Les fromages sont des formes de conservation et de stockage et ont  qualités 

nutritionnelles et organoleptiques sont très appréciées (Jeantet et al., 2008).  A l’chelle 

mondiale, il existe environ 1000 variétés de fromages différents  (Irlinger mounier, 2009). 

2.2.1  Dhan  

Un beurre traditionnel est fabriqu  partir du lait de vache non pasteuris. Tout d’abord, 

le lait est laiss  temprature ambiante jusqu' ce qu’il s’acidifie. Une agitation manuelle est 

utilisée dans une peau de chèvre jusqu'à la séparation de la crème du lait écrémé, pendant 

l’agitation d’une petite quantit d’eau fraiche est ajoute. Cette eau aide  coaguler les globules 

gras. Cette agitation dure quelques dizaines de minutes. Les matières grasses sont collectées et 

elles représentent le beurre (Bettacheet et al., 2012). 

2.2.2 Djben 

Le Djben est un fromage traditionnel frais obtenu par coagulation enzymatique (présure 

extrait à partir de la caillette de veau). Le lait destiné à la fabrication est chauffé, une fois tiède, 

un fragment de caillette bovine est macéré dans le lait. Après coagulation du lait et égouttage, le 

caillé ainsi obtenu peut être salé ou additionné de quelques épices ou de plantes aromatiques 

(Luquet et Corrieu, 2005 ; Abdelaziz et Ait Kaci, 1992).  

Leur arômes, et leur  propriétés organoleptiques et les caractéristiques physico-chimiques 

du Jben dépendent de celles du lait cru qui à son tour dépend de la race des animaux et leur type 

d’alimentation (Poznanski et al., 2004). Généralement, Le pH (<4,2) et l'acidité (> 0,9%) sont les 

paramètres les moins variables du « Djben ».  
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2.2.3  Klila

C’est un fromage ferment produit dans plusieurs rgions de l’Algrie, il est fabriqu par 

un chauffage relativement modéré (55 à 75°C) du L’ben jusqu’ ce qu’il est caille (10  15 min). 

Le caille est ensuite goutt spontanment ou press  l’aide d’une pierre, le fromage obtenu est 

consomme tel qu’il est frais au aprs un schage il est utilise comme un ingrdient aprs 

réhydratation dans les préparations culinaires traditionnels (Mennane et al., 2007). 

2.2.4   Aoules 

Il est fabriqué à partir du lait de chèvre qui est extrêmement aigre. Après une coagulation 

intense, le fromage obtenu a une pâte dure L'égouttage se fait dans une paille ensuite, il est 

reformé sous forme des boules plates séchées au soleil (Abdelaziz et Ait kaci, 1992). 

2.2.5  Bouhezza 

Bouhezza est un fromage traditionnel algrien, fabriqu et consomm de puis l’antiquit 

par les populations Chaouia, qui vivent dans la rgion d’Aurs (Nord Est d’Algrie) (Aissaoui 

zitoun et al., 2011; Aissaoui zitoun et al., 2012). Il est trs rpondu dans l’est algrien plus 

précisément dans les régions d’Oum Bouaghi, Khenchela, et dans certaines régions de Batna 

(Mekentichi, 2003). 

Les bactéries lactiques constituent la majeure partie de la microflore de Bouhezza, Selon 

Aissaoui zitoun et al. (2011a), Les ajouts successifs du l’ben au cours de la fabrication 

enrichissent la masse fromagère en bactéries lactiques. D’autres groupes microbiens sont présent 

Comme les moisissures, les entérobactéries, la flore protéolytique et lipolytique. 

La Chekoua de Bouhezza (figure 2) est la peau animale entière (peau chèvre ou brebis) 

mais celle de chèvre est la plus utilisée se présente comme un sac souple et humide, ayant la 

couleur de la peau et se caractérise par une certaine perméabilité, (Aissaoui zitoun et al., 2011). 

Préalablement traitée aux tannins pendant 3 à 4 mois.  En effet, elle joue à la fois un rôle d’un 

contenant de la masse fromagre et d’un sparateur de phase, c’est  travers les perforations 

naturelles de la peau que le lactosérum est exsudé (Aissaoui zitoun et al, 2006).  

La fabrication du bouhezza est une fonction priodique lie  l’abondance laitire au

printemps et à la taille de Chekoua. Le salage, l’gouttage et l’affinage sont raliss 

simultanément durant la période de fabrication (Zaidi et al., 2000 ; Aissaoui zitoun et al., 2011). 
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La préparation de Bouhezza débute habituellement en mois de mars jusqu’au mois de juin 

(Aissaoui zitoun, 2004), et s’tale de plusieurs semaines  quelques mois. La fabrication est 

lanc avec du l’ben sal (6 L  j 0, sel 25 g L-1), puis des ajouts successifs de l’ben jusqu’ 42 j 

(3 L à j=1 et 1,5 L chaque deux jours); égouttage spontané et en continu; additions du lait frais 

entier entre 42 et 70 j  Bouhezza est retiré de la Chekoua et assaisonné avec du piment rouge 

piquant en poudre. Leurs caractéristiques physicochimiques du Bouhezza sont illustrées dans le 

tableau 1.

Figure 2: Fromage Bouhezza (Aissaoui Zitoun et Zidoune, 2006). 
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Tableau 1 : Caractéristiques physico-chimiques du fromage Bouhezza (Aissaoui Zitoun et 

Zidoune, 2006) 

pH Acidité EST MG/EST MAT/EST NaCl

Bouhezza 4 2,08 ±0,14 35,86±0,8 30 ,02 0,08 2,36±0,06

        Le fromage est conservé dans la Chekoua  (Zaidi, 2002), il peut être conservé aussi dans des 

récipients en verre ou en plastique (Aissaoui zitoun, 2004). Bouhezza peut être consommé sous 

forme de pâte plus ou moins ferme, de tartines sur pain ou délayable dans certains plats à sauces 

ou encore sous forme déshydratée après séchage et broyage manuel  pour assaisonnement des 

plats traditionnels (Aiche et Couscous…).La consommation de fromage est possible  partir d’un 

mois de fabrication.
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Figure 3: Diagramme simplifié de la fabrication caractérisant du fromage Bouhezza (70 j). 

Ajouts du l’ben salé pendant 
42 j

(Sel : 20-25 g /l) ; égouttage 
spontané.

Ajouts de lait cru entre 42 et 
70 jours d’ge.

Pâte fromagère de Bouhezza (70 
jours) et vidange des chekoua.

Assaisonnement de la pâte 
fromagère avec du piment rouge 

piquant.



CChhaappiittrree II
Les bactéries lactiques 
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1. Introduction  

Les bactéries lactiques (BL) sont des cellules vivantes, procaryotes, à coloration de Gram 

positives, et chimio-organotrophes. Les BL sont le plus souvent immobiles, jamais sporulées, 

catalase négative, oxydase négative, anaérobies facultatives, micro aérophiles. Bien avant que 

l’on soit conscient de l’existence des bactries lactiques, elles n’ont t utilisées que récemment 

dans la conservation des aliments à base de lait, de viande, de poissons, de légumes et de fruits. 

Elles forment un groupe hétérogène composé de coques et de bacilles, dont la principale 

caractristique est la production d’acide lactique  partir de la fermentation des sucres (Badis et 

al., 2005).Elles colonisent de nombreux produits alimentaires comme les produits laitiers, les 

végétaux et les céréales, elles font partie de la flore intestinale et vaginale humaine et animale. 

(B. Mayo, et al 2010). Elles sont principalement utilisées en tant que starter dans les produits 

alimentaires fermentés où elles permettent de développer certaines caractéristiques 

organoleptiques et d’augmenter la dure de conservation (Dortu et Thonart, 2009). Ce sont des 

micro-organismes utiles à l'homme lui permettant de fabriquer et de conserver un nombre 

important de ses aliments. Elles sont connues pour le rôle qu’elles jouent dans la prparation des 

laitages fermentés, et utilisées également dans le saumurage des légumes, la boulangerie, la 

fabrication du vin, le saurissage des poissons, et des salaisons (F.J.Carr, D. Hill, et al 2002). 

Elles sont utilises dans l’alimentation sont considres comme non pathognes et se voient 

attribuer le qualificatif anglo-saxon d’organismes GRAS (Adams et marteau, 1995 ; Aguirre et 

Collins, 1993). 
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2.  Habitat  

Les bactéries lactiques sont ubiquistes et on les trouve dans différentes niches 

écologiques comme le lait et les produits laitiers, les végétaux, la viande, le poisson, les 

muqueuses humaines et animales et dans le tractus digestif. (Adams et Marteau, 1995 ; Aguirre 

et Collins, 1993). 

Les BL sont souvent retrouvées soit à l’tat libre dans l’environnement comme  le lait et 

ses drivs (lait ferment, fromages, …) et survivre dans ces milieux acides en raison de leur 

production d’acide lactique. , cette acidification du milieu participe  l’inhibition de la croissance 

de certains microorganismes pathogènes : Listeria monocytogenes (Li. monocytogenes), Soit 

vivre en symbiose entre elles et avec un hôte tel que l’Homme ou l’animale (Klein et al., 1998). 

Comme  Le tractus gastrointestinal des mammifères est colonisé par certains BL telles que 

Bifidobacterium, Lactobacillus, Leuconostoc, et Weisseilla.

3.  Caractéristiques  

Les bactéries lactiques par leurs propriétés acidifiantes, aromatisants et texturants sont 

largement utilisées dans les produits dérivés du lait et leurs propriétés pro-biotiques sont très 

utiles à la santé (Gorbach, 1996) (tableau 2). 

  Ce sont des cellules  hétérotrophes et chimioorganotrophes. C'est-à dire qui requiert des 

molécules organiques complexes comme source d'énergie (Saad, 2010). 

Elles sont incapables de réaliser la réspiration. Toute leur énergie provient de la 

fermentation.  Deux types de fermentation sont possibles : 

 la fermentation homolactique : avec production d’acide lactique seulement. 

 la fermentation hétérolactique : avec production en plus d’acide lactique, actique, 

d’thanol et de peroxyde de carbone (Morissert, 2002). 

Elles ne possdent ni catalase, ni nitrate rductase, ni cytochrome oxydase ( l’exception 

de quelques souches sous certaines conditions), elles sont protéolytiques, ne liquéfient pas la 

glatine, et ne forment plus d’indole ni d’hydrogne sulfureux, ces bactéries sont également 

incapables de fermenter le glycérol (Salminen et al. 2004).
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Elles ont des exigences nutritionnelles complexes pour les acides aminés, les peptides, 

vitamines, les sels, les acides gras, et les glucides fermentescibles (Dellagllio et all., 1994).

Elles fermentent les glucides en acide lactique, d’où une diminution du pH favorable  la 

conservation des aliments. Leur pouvoir antagoniste résulte aussi d’une comptition pour les 

Substrats et, si les conditions de développement sont favorables (Callewaert, De Vuyst ,2000), de 

l’laboration de bactriocines comme la nisine.

 En effet, les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites aux propriétés 

antimicrobiennes tels que les acides organiques, le peroxyde d'hydrogène, le dioxyde de carbone, 

la reutérine, le diacétyl et les bactériocines. 

Les bactéries lactiques demandent des milieux riches en différents nutriments pour croître 

(sucres, acides aminés, acides gras, sels, vitamines) et pauvres en oxygène (Hammes et Hertel, 

2006).  

Elles sont essentiellement cultivées dans le milieu  (MRS), Qui offre aux bactéries à 

culture difficile  sources de carbone et d’azote, telles que les peptones, le glucose et le Tween 80. 

4.   principales voies fermentaire des bactéries lactiques  

Il existe plusieurs voies de fermentations, dont la fermentation alcoolique, la fermentation 

lactique, la fermentation butyrique et la fermentation propionique. Les fermentations alcoolique 

et lactique sont les plus connues et les plus couramment utilisées par les microorganismes 

(Makhloufi, 2011). 

4.1  La fermentation lactique 

La fermentation lactique est ralise par les bactries lactiques pour produire l’acide 

lactique et d’autres mtabolites tels que l’thanol et le CO2 et pour  synthtiser  l’nergie sous 

forme d’ATP (Figure 4). La réaction bilan de la fermentation lactique est : 

+ 2 ADP + 2                                2  + 2  ATP 

 Glucose Acide lactique

Il existe deux voies principales de fermentation du glucose chez les bactéries lactiques : 
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4.1.1  La voie homofermentaire ou d’Embden-Meyerhof-Parnas

L’homofermentation regroupe la voie de la glycolyse, aussi connue sous le nom de voie 

EMP (Figure.4a).cette voie caractérise les bactéries homofermentaire et bactérie 

hétérofermentaire facultative .Cette voie conduit dans des conditions optimales de croissance 

suivie de la conversion de 2 molécules de pyruvate en 2 molécules de lactate, et la production 

deux molcules d’ATP par molcule de glucose consomme. (Thompson et Gentry-weeks, 

1994).  

Dans certaine condition de croissance, le métabolisme de ces bactéries se diversifie vers 

métabolisme mixte avec production plus de formiate, CO2, acétate et éthanol (Cocaign Bousquet 

et al. 1996). La fructose-1,6 bisphophate aldolase (FBA) est une enzyme clé indispensable au 

fonctionnement de la voie EMP, elle catalyse la réaction menant à partir du fructose-1,6-

bisphosphate (FBE) à deux molécule a 3 carbone, le dihydroxyacétone-phosphate(ADPH) et le 

glycéraldéhyde-phosphate(GAP) (Raynaud, 2006).

4.1.2   La voie hétérofermentaire ou  voie du pentose phosphate 

Communément appelée voie des pentoses phosphate (Figure.4b), les bactéries lactiques 

fermentent le glucose en produisant en plus de l’acide lactique, de l’actate, de l’thanol et du 

CO2 sont dites hétérofermentair. (Thompson et Gentry-weeks, 1994).

Les groupes principaux de bactéries présentant ce type de métabolisme sont les 

Leuconostoc et certains Lactobacilles (Raynaude, 2006). 
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Figure 4: Représentation schématique des principales voies de fermentations chez les bactéries 

lactiques (Makhloofi, 2011). 
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5.   Classification des bactéries lactiques 

5.1  Taxonomie des bactéries lactiques 

La première classification des bactéries lactiques a été établie en 1919 par Orla- Jensen. 

Elle est basée sur les caractéristiques observables : morphologiques, Biochimiques et 

physiologiques. Les marqueurs chimio taxonomiques (les constituants de la membrane 

cellulaire) (Krieg, 2001), une autre classification basé sur la composition de la paroi cellulaire 

bactérienne, incluant la nature des acides gras tels que l’acide lactobacillique et les acides gras 

insaturés qui la composent (Gilarová et al. 1994). 

Les tudes d’hybridation ADN / ADN, puis des structures et des squences d’ARN 

ribosomaux sont aussi devenue depuis quelques années des éléments essentiels pour 

l’identification et la classification taxonomique des bactries lactiques (Vandamme et al., 1996). 

Une autre classification, basée sur les différents modèles de fermentation du glucose 

définit 3 groupes (Mcleod et al. 2008). l 

 Le groupe I : Renferme les bactries ralisant exclusivement l’homofermentation. Ce 

groupe comporte majoritairement des Lactobacillus. 

 Le groupe II : Inclut les bactries ralisant l’htrofermentation et regroupe les 

Leuconostoc, les Oenococcus, les Weissella et quelques espèces appartenant au genre 

Lactobacillus.  

 groupe III : Regroupe quelques espèces appartenant au genre Lactobacillus et la 

majorité des espèces appartenant au genre Enterococcus, Lactococcus et Streptococcus. 

Ce groupe présente une position intermédiaire entre le groupe I et II réalisant ainsi 

l’homofermentation ou l’htrofermentation selon les conditions environnementales.
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 Tableau 2 :    Différentes caractéristiques des BL (Axelsson, 2005)

Bâtonnets                                           coques  

Caractéristiques Lactoc.    Leucon.

                                                      Carno.   Lactob.   Aeroc.     Enteroc.     Vagoc.     Oenoc.     Pedioc.     Streptoc.     Tetragenoc.     Weissella 

 Formation de tétrade                  -                  -           +               -                -             -               +                  -                  +                    - 

 −                ±           -               -               +            +                -                  -                  -                    + 

Croissance à 10°C                       +                   ±           +             +               +             +              ±                  -                  +                    + 

Croissance à 45°C                        -                   ±           -              +                -             -               ±                  ±                  -                    - 

Croissance à 6,5% NaCl                          ±           +             +                -             ±              ±                   -                 +                    + 

Croissance à 18% NaCl               -                   -            -              -                -              -               -                    -                +                     - 

Croissance à pH 4,4                   ND                 ±           -              +               ±              ±              +                   -                 -                     + 

Croissance à pH 9,6                    -                     -           +              +               -               -              -                    -                +                      - 

Acide lactique                            L                D, L,    L             L             L             D            L,            L                L              D, 

+, positif : -, négatif: , la réponse varie entre les espèces: ND , non déterminé. 
a  Les souches de Weissella peuvent avoir la forme de bâtonnets. 
b  Test pour l’homo- ou l’ htrofermentation du glucose: -, homofermentative: +, hétérofermentative. 
c Petite quantité de CO2 peut être produite suivant le milieu utilisé. 
d Aucune croissance  8% de NaCl n’a t rapporte.
e Configuration de l’acide lactique produit à partir du glucose. 
f La production de D-, L-, ou DL- acide lactique varie entre les espèces.
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5.2   La classification de genre  

Selon la dernière édition de Bergey’s manuel of systematic bacteriology (2009), les Bactéries 

lactiques regroupent de nombreux genres bactériens (Figure.7). Parmi ces genres, seulement 

douze sont utilisés dans la biotechnologie alimentaire (Tableau 4), il s’agit de :

 Aerococcus : Les cellules de ce genre sont de forme ovoïde, non-gazogènes, arginine(-), 

pouvant croitre à une concentration de 6.5% de NaCl. 

 Carnobacterium : Ce genre est d forme bâtonnets courts parfois incurvés isolés ou en 

Paires, psychrotolérants, pouvant se développer à pH : 9 et incapables de croitre à 8% de  

NaCl. 

 Enterococcus : Ce genre comprend des cellules ovoïdes isolées, en paires ou en courtes 

Chaines, homofermentaire. Quelques espèces sont mobiles par des petits flagelles. Elle se 

caractérise par sa tolérance à 6.5% de Na Cl, au pH : 9.6 et température de croissance 

35°C  

 Lactobacillus : Ce genre sont soit des bacilles longs parfois incurvés ou des coccobacilles 

courts isolés et peuvent former des chaines. Elles sont généralement immobiles. Les 

souches sont acidophiles et peuvent croitre à pH : 5 et  La température optimale de 

croissance est de 30°C à 40°C, Le genre Lactobacillus peut être divisé en trois groupes : 

homofermentaire stricts, hétérofermentaire facultatifs et hétérofermentaire stricts. 

 Lactococcus : Les cellules sont sphériques ou ovoïdes isolées, en paires, ou en Chaines. 

De type mésophiles, leur température optimale varie de 10 à 40°C et se développent à 4% 

de Na Cl et  un pH proche de la neutralit, leur croissance s’arrtant lorsque le pH du 

milieu atteint 4,5.  

 Leuconostoc : Ce genre comprend 10 espèces, les cellules sont sphériques généralement 

allonges qui S’arrangent en paires ou en chaines, non acidophiles avec un pH : 6.5. La 

température optimale est comprise entre 20°C et 30°C mais la croissance peut aussi avoir 

lieu même à 5°C. Ce sont des hétérofermentaire obligatoires.  

 Oenococcus : Les cellules sont immobiles, asporulantes de forme sphérique, Avec un 

arrangement en paires ou en chaines, non hémolytiques et généralement non 

protéolytiques. Elles exigent un milieu riche en acides aminés et en facteurs de croissance, 

            Leur pH optimum étant de 6 à 6,8 et la température optimale de 20°C à 30°C. 
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 Pediococcus : Ce genre est représenté par neuf espèces ayant un métabolisme 

homofermentaire. Sont immobiles de forme sphérique parfois ovoïdes, Certaines espèces 

produisent une catalase ou une pseudocatalase. Les cellules sont acidophiles et croîssent à 

pH : 5 mais pas à pH : 9, la température optimale de croissance varie de 25°C. 

 Streptococcus : Les cellules de ce genre sont immobiles, sphériques ou ovoïdes, 

fermentation des carbohydrates produit principalement de l’acide lactique mais il n’y a 

pas de production de gaz. Et leur température optimale de croissance est 37°C. Ce sont 

commensal ou parasites de l’homme et des animaux et certaines sont hautement 

pathogènes. 

 Vagococcus : Les cellules sont ovoïdes isolées, en paires ou en chaines. La plupart des 

espèces. Elles sont capables de croitre à 10°C mais   non  à 45°C sans production de gaz 

ni d’arginine dihydrolase (ADH).

 Tetragenococcus : Ce genre rassemble des cellules immobiles, sphériques ou ovoïdes ; 

comme elles peuvent être isolées ou en paires. Leur métabolisme est homofermentaire. Ils 

ne produisent pas de CO2 à partir de glucose comme ils sont incapables de réduire les 

nitrates ni d’hydrolyser l’arginine. Leur température optimale est 25°C et 35°C. 

 Weissella : Les cellules de ce genre sont ovoïdes ou de courts bâtonnets à extrémités 

rondes qui s’associent en paires ou en courtes chaines. Elles sont immobiles et 

hétérofermentaire. La Température optimale de croissance est de 15°C, mais quelques 

espèces peuvent croître entre 42°C et 45°C. 
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Figure 5 : Arbre phylogénique des bactéries lactiques et comparaison avec les genres

Aerococcus, Bacillus, Listeria et Staphylococcus d’aprs (Axelsson ,2004).
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6.  Intérêt des bactéries lactiques 

Les BL interviennent dans l’industrie laitire et dans la fermentation de nombreux autres 

produits alimentaires, en contribuant à la texture, à la saveur des aliments et à la production des 

composés aromatiques. Ils fermentent les glucides en acide lactique d’ou une diminution du pH 

favorable à la bio conservation des denrées alimentaires (Carmen, M .et al . 2000), Leur pouvoir 

antagoniste résulte aussi de la production de certains métabolites limitant la croissance de 

certains germes pathogènes. Pour cela  de nouveaux produits sont développés, notamment dans 

le secteur laitier. Il est montré que certaines souches de bactéries lactiques peuvent jouer un rôle 

bénéfique pour la santé humaine (Tabak, S. 2007). 

Sur les produits à base de viande, la croissance des bactéries lactiques entraîne 

l'apparition d'odeurs et de saveurs aigres ou rances (dues à la présence d'acide lactique ou 

d'acides gras volatils), de substance visqueuse (due à la production de polysaccharides) et de 

verdissement (dû à la présence de peroxyde d'hydrogène) (Vermeiren et al., 2005). 

    6.1   Dans l’industrie alimentaire 

Les BL sont impliquées dans la fermentation de différents aliments. Ainsi, les souches de 

Lactobacillus  bulgaricus, Sterptococcus thermophilus sont utilisées pour la production du 

yaourt, des fromages et des laits fermentés (Yateem et al., 2008). Le vin, les poissons, les 

viandes, le pain au levain entre autres sont aussi des produits de fermentation par des bactéries 

lactiques (Badis et al., 2005).  

L’utilisation de ces dernires a pour but l’amlioration des caractéristiques 

organoleptiques des produits ferments et l’augmentation de leur durée de conservation sans 

l’utilisation de conservateurs chimiques grâce aux substances antimicrobiennes qu’elles secrtent 

(Dortu et Thonart, 2009). Les souches utilisées en industrie alimentaire doivent répondre à 

certains critères : absence de pathogènicité ou activité toxique, capacit d’amliorer les 

caractéristiques organoleptiques, capacité de dominance, facilité de culture et de conservation, et 

maintenance des propriétés désirables durant le stockage (Marth et Steele, 2001 et Moroni, 

2007). 

 Pouvoir aromatisant et pouvoir gazeux  

       Les sont capables de produire des composés d'arômes qui sont issus du métabolisme du 

citrate, l'acétoine et le diacétyle sont les plus importants (Georgalaki et al., 2002). 
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 Activité protéolytique  

Elles possèdent des protéinases et des peptidases nécessaires à la dégradation des protéines 

du lait en peptides et acides amines Ceux-ci peuvent alors être transformé en alcools et en acides. 

Cette activité protéolytique intervient de ce fait sur le rendement fromager, la texture et la saveur 

typique du fromage et par conséquent sur les caractéristiques du produit final (Buist et al., 1998). 

6.2  Dans le domaine thérapeutique 

Etant des probiotiques, les bactries lactiques apportent des bnfices  l’hôte en confrant 

une balance de la microflore intestinale, et en jouant également un rôle important dans la 

maturation du système immunitaire (Yateem et al., 2008). Différentes études ont démontré le 

rôle préventif aussi bien que curatif de ces bactéries sur plusieurs types de diarrhées (Mkrtchyan 

et al., 2010). D’autres ont cit leur capacit de diminuer les allergies lies aux aliments grce à 

leur activité protéolytique El-Ghaish et al., ( 2011). Uehara et al., (2006) ont démontré la 

capacité des souches de Lactobacillus crispatus , utilisées sous forme de suppositoires pour 

empêcher la colonisation du vagin par les bactéries pathogènes et de prévenir ainsi les rechutes 

chez les femmes qui souffrent d’inflammations frquentes et rptes de la vessie.

 6.3   Dans la biopréservation des aliments  

La conservation des aliments peut tre assure artificiellement par l’ajout d’inhibiteurs 

tels que le sel, la fumée, les composés chimiques (nitrate, nitrite…) mais aussi par la prsence de 

bactéries lactiques. Elles ont en effet des propriétés inhibitrices intéressantes liées à différents 

mcanismes comme la comptition nutritionnelle et la production de mtabolites qu’elles 

produisent naturellement lors de la fermentation (Dotru, 2008), de nombreuses recherches ont 

étudie le comportement antagoniste de ces bactéries, ce qui a amène  l'identification et à la  

Caractérisation de nombreuses bactériocines issues de ces bactéries ayant un potentiel 

d'application dans les produits alimentaires. 

 Activité acidifiante (production d’acide lactique) 

Le pouvoir acidifiant des bactéries lactiques permet la coagulation du lait et 

l'augmentation de la synérèse du caillé; la participation aux propriétés  du produit final; 

l'inhibition de la croissance des bactéries nuisibles (Papamanoli et al., 2003).  
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 Activité bactériostatique (production de bactériocines)  

Les avantages d'utilisation de BL bactériocinogènes dans un aliment sont nombreux. Cela 

permet d'une part une conservation biologique sans avoir recours aux additifs chimiques 

(Rodgers, 2001). Elles donnent donc une image naturelle au produit. D'autre part, la croissance 

de ces bactéries est régulée par la température et permet la production continue de bactériocine in 

situ dans la matrice alimentaire, ce qui réduit les problèmes reliés à la décomposition et à 

l'adsorption des bactériocines aux constituants alimentaires lorsqu'elles sont ajoutées directement 

au produit. Cependant, ces bactéries ne doivent pas altérer les caractéristiques organoleptiques et 

sensorielles de l'aliment dans le cadre de leur utilisation dans un produit non fermenté (Abee et 

al., 1995; Rodgers, 2001). 



CChhaappiittrree III
Activité  

antimicrobiennes 
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1. Introduction  

L’homme utilise depuis longtemps, consciemment ou non, les proprits antibactriennes 

des bactéries lactiques. Ces propriétés se sont avérées être intéressantes pour la conservation des 

aliments dans lesquels cette flore se développe. Les bactéries lactiques inhibent le 

développement de certains micro-organismes grâce à la synthèse de molécules et de nombreux 

métabolites aux propriétés antimicrobiennes tels que les acides organiques, le péroxyde 

d’hydrogne, le dioxyde de carbone, le diactyl et les bactriocines (Dortu et Thonart, 2009). 

2. Les  substances antibactériennes 

Les acides organiques   

Les bactéries lactiques produisent l’acide lactique, l’acide actique, l’acide propionique 

ainsi qu’une faible quantit d’acide formique, d’acide succinique, et d’thanol (kostinek et al., 

2005). En gnral, la production d’acides organiques permet une acidification du milieu qui peut 

limiter la croissance de certaines bactéries entre autres les bactéries indésirables. Des expositions 

prolongées dans un milieu acide peuvent entraîner la mort de plusieurs bactéries, y compris les 

ferments lactiques (Champagne et al.1992 ; kostinek et al., 2006). Ainsi, les acides organiques 

ont diffrentes actions telles qu’un excellent pouvoir bactricide ou un effet bactriostatique 

contre les micro-organismes pathogènes se trouvant dans le tube digestif (Jedidi, 2007﴿.

Les acides organiques, l’acide lactique et l’acide actique traversent passivement la 

membrane cytoplasmique et pour de fortes concentrations d’acides, le milieu intracellulaire peut 

s’acidifier à un point tel, que les fonctions cellulaires sont inhibes et le potentiel membranaire 

est annulé (Ammor et al., 2007).

2.2  Peroxyde d’hydrogne 

Dans les conditions d’arobiose, chez la plupart des bactries lactiques, les molcules de 

NAD ragissent avec l’oxygne pour former du peroxyde d’hydrogne (H2O2). De plus, diverses 

enzymes conduisent gnralement à l’accumulation de peroxyde d’hydrogne qui est plus au 

moins toxique pour la bactérie lactique productrice. Notamment dans le cas du lait, le peroxyde 

d’hydrogne est le constituant d’un systme inhibiteur naturel comportant aussi une 
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       Peroxydase et du thiocyanate comme accepteur d’lectrons. Ce compos est un inhibiteur de 

la croissance microbienne car il bloque le fonctionnement de certaines enzymes-clés intervenant 

dans la glycolyse, comme l’hexokinase. L’action bactriostatique de ce systme entraîne des 

irrgularits d’acidifications par les levains lactiques, qui peuvent ainsi s’auto-inhiber car ils y 

sont résistants. Mais, comme il peut être bactéricide pour certaines bactéries de contamination 

voire pathognes, la fdration internationale de laiterie a propos d’utiliser les proprits de ce 

système inhibiteur pour améliorer la conservation temporaire du lait cru dans les pays chauds 

dpourvus d’quipement de rfrigration. 

2.3   Les bactériocines  

       La découverte des bactériocines remonte au début du vingtième siècle lorsque Gratia (1925), 

démontre l'existence d'une substance inhibitrice, thermostable, provenant d'un dialysat d'un 

milieu de culture d’Escherichia coli V, Cette substance nommée colicine V inhibe la croissance 

d'une autre souche d'E. Coli : E. coli V. 

       La première définition du terme «bactériocine » produite par des bactéries à Gram négatif 

est établie en 1953 par Jacob et collaborateurs, donnèrent le terme de bactériocine à cette classe 

d'antagonistes. La bactériocine la plus connue (nisine), produite par une souche de, Lactococcus 

lactis fut décrite par Rogers en 1928. Depuis que la nisine a été autorisée comme additif 

alimentaire par EEC (1983) et par "Americain Food and Drug Administration par la possibilité 

de leur dégradation par les enzymes du tractus intestinal (Khaoua et al., 1997) .

Contrairement aux antibiotiques classiques, les bactériocines sont synthétisées par voie 

ribosomique généralement par des bactéries à Gram positif appartenant au groupe des bactéries 

lactiques. Elles peuvent subir ou non des modifications post-traductionnelles avant d’tre 

excrétées dans le milieu extracellulaire. Leur spectre d’action antibactrien, gnralement troit, 

comprend souvent des souches appartenant à la même espèce que la souche productrice. 

Cette dernire produit une protine d’immunit pour se protéger des effets délétères de la 

bactriocine qu’elle produit (Jack et al., 1995).

Les bactériocines exercent leur activité létale sur les bactéries à Gram positif en provoquant 

une lyse cellulaire. Cependant, des tudes rcentes ont dmontr qu’il existe certaines qui sont 

actives également contre des bactéries à Gram négatif (Mami et al., 2008 ; Gong et al., 2010 ; 

Naghmouchi et al ., 2010). 
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Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont classé en quatre classes, comme 

proposé par Klaenhammer (1993). Ils se  diffèrent entre elles par leur structure primaire, leur  

poids moléculaire, leur structure tridimensionnelle, origines génétique ainsi que leur mode 

d’export et leur mcanisme d’action : 

La classe I : regroupant les bactériocines modifiées post traductionnellement et synthétisés 

par voie ribosomique appelées  les lantibiotiques, Ces derniers sont des peptides thermostables 

de taille inférieure à 5kDa subdivisés en deux types  selon la structure : 
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 Les lantibiotiques de type A : regroupent les peptides linéaires, comme la nisine A, qui  

forme des pores dans la membrane de la cellule cible (Buchman et al., 1988) (Figure 8). 

Figure 6: structure de la nisine A. 

 Les lantibiotiques de type B : regroupent les bactériocines globulaires, dont la plus

Connue est la mersacidine  (Hsu et al., 2003) (Figure9).

Figure 7: structure (A) : de la mesarcidine produite par Bacillus subtilis (Hsu et al., 

2003). 
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La classe II : renfermant les bactériocines non modifiées et thermorésistantes appelées « 

pediocin-like ». Ce sont des peptides de taille inférieure à 10kDa et ne subissant pas de 

modification post-traductionnelle ; cependant elles sont généralement synthétisées sous forme 

d’un prpeptide qui sera matur lors de son excrtion dans le milieu extracellulaire. 

La classe III : Regroupe les bactériocines de haut poids moléculaire plus de 30 kDa. Et  

sont sensibles à la chaleur, ne sont pas thermostables (Jedidi, 2007). L’entrolysine A 

synthétisée par Enterococcus faecalis, appartient à cette classe et présente une activité anti-

Listeria sp. (Nilsen et al., 2003 ; Nigutova et al., 2008), elle dégrade la paroi de la cellule cible 

(Nilsen et al., 2003). 

La classe IV : regroupant des complexes protéiques liés à une partie lipidique ou 

glucidique (Heng et al., 2007). Aucune bactriocine de cette classe n’a t dcrite (Dortu et al., 

2009). 

Tableaux 3 : Classification des bactériocines de bactéries lactiques (Luquet et Corrieu, 2005) 

Classe : Sous-catégorie

Classe I : l’antibiotique Type A : molécules linaire 

Type B : molécules globulaires

Classe II : bactériocines non-modifiées 

thermostables

Classe : anti-listeria Classe : bactériocines à 

deux composants Classe : autres bactériocines

Classe III : bactériocines de grande taille, 

sensibles à la chaleur.

2.3.1 La production des bactériocines  

Toutes les bactériocines sont produites par voie ribosomale dans le cytoplasme de la 

cellule productrice et codée par des gènes. Elles sont toujours synthétisées sous forme d’une 

molécule très peu active et leur sécrétion dans le milieu extracellulaire étant conférée par un 

système de transfert (Gálvez et al., 2007;; Khalil et al., 2009 ; Tabasco et al., 2009 ) et le peptide 

« signal » présent dans cette molécule, permet la sécrétion de la bactériocine dans le milieu 

extérieur. 
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3.  L’activit antifongique des bactéries lactiques  

Les BL sont connues  pour leur aptitude à fixer les mycotoxines et à inhiber la croissance 

des moisissures toxinogenes, en raison de leur acidification et de la production de composés de 

faible poids moléculaire au cours de la fermentation. Les acides organiques diffusent à travers la 

membrane des champignons et libèrent ainsi les ions hydrogène qui provoquent une chute du pH. 

En outre, les acides organiques augmentent la perméabilité de la Membrane plasmique et 

neutralisent le gradient électrochimique des protons, tuant ainsi le microorganisme. La 

production des acides organiques, seule, n’explique pas l'activit antifongique. Plusieurs 

composés antifongiques ont été entièrement ou partiellement caractérisés mais l'effet synergique 

reste mal connu. Les études supposent une sorte d'interaction positive, même si cela n'a pas été 

prouvé pour de  nombreux métabolites (Dalié et al., 2010; Oliveira et al., 2014). 
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1.  Echantillonnage

Les échantillons de Bouhezza  utilisés proviennent de la région de Kais située au ouste  de 

la wilaya de Khenchela. Dans notre étude nous avons utilisé un échantillon  collecté le 11-04-

2016. Immédiatement, l’chantillon de Bouhazza transporté au laboratoire de l’universit dans 

un flacon stérile.

2.  Isolement et dénombrement de la flore lactique  

20 g de l’échantillon de bouhezza  est  ajoutés à 180 ml d’eau peptone à 1% (annexe 2) 

et homogénéisés pendants 30 min sur la plaque d’agitation .Une série de dilutions décimales 

(jusqu'à 10 -4) est réalisée.  0,1 ml de la suspension microbienne est stérilement déposée à la 

surface de gélose MRS (Biokar Diagnostics). Les dilutions sont réalise et réparties sur la surface 

par râteau  puis incubées à 30 °C dans les conditions d’anarobie pendants 48–72, h. 

L’anarobiose est cre par le biais d’une bougie en jarre d’anarobiose. 

On calcule le nombre des colonies et on exprime les résultats sous forme du nombre de 

microflore lactique totale à 30°C  en tenant compte du facteur de dilution. Seules les boites 

contenant entre 30 à 300 colonies sont prises en considération (Cheriguene et al., 2007). 

3.  Purification et sélection présomptive des BL 

         Pour avoir le maximum de diversité possible nous avons réalisé les premiers tests 

d’orientation, à partir des boîtes des dilutions les plus élevées. Les colonies, supposées 

représentatives, sont sélectionnées aléatoirement selon leur aspect macroscopique. Chaque 

colonie sélectionnée est purifiée par repiquage sur le milieu MRS agar. Pour l’identification 

présomptive des BL, de  coloration de Gram et le test de catalase sont réalisés. Seules les cellules 

Gram positif et catalase négative sont retenues pour les analyses ultérieures. 

4.  Identification partielles des isolats  

L’identification des isolats sélectionnés est établie par des méthodes classiques, basées 

sur les caractères morphologiques et divers caractères physiologiques et biochimiques proposés 

par  Guiraud et Galzey  (1980), Deroissert (1986). 
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4. 1  les caractères morphologiques 

 4.1.1 Examen macroscopique  

Cette tude est base sur l‘observation visuelle de la culture des isolats; pour caractriser 

la taille, la forme, l’aspect des  cultures sur milieu MRS et MRS agar (annexe 3)  (Badis et al, 

2005).

4.1.2  Examen microscopique  

4.1.2.1  Etats frais  

L'étude morphologique a été réalisée en prélevant une goutte de chaque suspension 

bactérienne et en les étalant sur une lame puis observée sous microscope optique pour 

caractériser la forme des cellules et la mobilité. 

4 .1.2.2 La coloration de Gram  

La coloration de Gram a été effectuée selon le protocole décrit en annexe 1. Cette 

coloration permet de différencier les bactéries à Gram positif de celles à Gram négatif, les 

bâtonnets et  les coques. Ce test permet de distinguer les bactries selon qu’elles aient conserv 

le cristal violet aprs le traitement à l’alcool ou non, c’est une coloration différentielle qui permet 

de classer les bactéries en deux groupe : la bactérie Gram(+) fixent le cristal violet et 

apparaissent Violette ; et les bactéries Gram(-) ne fixent pas le cristal violet et apparaissent en 

Rose. Les bactéries lactiques sont des Gram(+) (Delarras, 2007). 

4.2  Les caractères biochimiques 

4.2.1  Test de catalase  

          Ce test est permet de vrifier si la bactrie possde l’enzyme catalase. Il est considéré 

comme premier critre d’orientation dans la classification d’une souche bactérienne, la catalase 

est une enzyme qui catalyse le peroxyde d’hydrogne avec  libration d’une molcule d’eau et 

d’oxygne. Les BL sont dépourvue de catalase .La méthode de recherche de l’enzyme consiste à 

étaler une colonie sur une lame de verre sur laquelle on ajoute une goutte de 22 La présence 

de l’enzyme se manifeste par un dégagement de bulles de gaz e. La réaction est positive 

lorsqu’un dgagement gazeux abondant sous forme de mousse dans le liquide, est observ se qui  

traduit la dcomposition de l‘eau oxygne sous l‘action de l‘enzyme à tester (Guiraud, 2003).  
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                                                          Catalase 

       2                                                                                            2  + 
4.2.2  Mannitol mobilité 

Le mannitol est un produit de réduction du D-mannose. Ce test  permet de rechercher 

simultanément la fermentation du mannitol et la mobilité. On  ensemence avec une pipette 

pasteur les isolats étudiés dans le milieu gélosé (semi-solide) par piqûre centrale, et incubé à 

37°C pendant 24 h (Dellagilio et al, 1994).

 Le virage au jaune du milieu indique la fermentation du mannitol, une diffusion dans la 

gélose indique la mobilité des bactéries (Marchal et al., 1991). 

4.2.3  Type fermentaire  

             Ce test permet de différencier les bactéries lactiques homofermentaires de celles 

hétérofermentaires. (Zergoune F . 2015). Il consiste à mettre en évidence la production du CO2. 

Des jeunes isolats ensemencées dans des tubes  contenant  du milieu MRS avec la présence  

d'une cloche de Durham qui permettent la mise en évidence du gaz produit (Carbonnelle et al ; 

1990). Après incubation à 37°C pendant 24–48 heures, la prsence ou l‘absence du gaz dans la 

cloche indique le type fermentaire (Hariri et al. 2009).

4.2.4   Urée-Indole 

Ce teste  permet l'identification partielle des isolats, par la recherche 

d'une enzyme appelée uréase ce qui provoque une réaction acidifiante du  milieu qui fait virer 

l'indicateur coloré, Une suspension dense de bactéries est introduite dans 0,5 ml de milieu Urée- 

Indole, l’incubation se fait à 30°C pendant 24 à 48 h  (Marchal et al., 1991). 

 Un virage de milieu au rouge violacé ou au rouge rose indique une réaction  d’uréase 

positive. 

 Deux gouttes de réactif de Kovacs sont additionnes. L’apparition d’un anneau rouge autour 

de tube  indique un résultat positif.
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4.2.5  Clark & Lubs  

Le milieu de Clark et Lubs  permet l'étude des produits de fermentation du glucose et la 

différenciation entre la fermentation « acides mixtes » et « butylène glycolique ».Ce test permet 

la mise en évidence de la production d'acétoïne (ou 3-hydroxy-butanone) au cours de la 

fermentation butylène glycolique en présence d'une base forte (soude ou potasse), l'acétoïne 

donne une coloration rouge en milieu très oxygéné. Deux tubes contenant chacun 0,5 ml de 

milieu Clark & Lubs sont ensemencs à l’aide d’une anse, aprs incubation à 37 pendant 48 h on 

ajoute deux gouttes de ractif VP 1 dans l’un des deux tubes et deux gouttes de réactif VP 2 dans 

l’autre.

 Une teinte rouge cerise indique une réaction VP 1 positive. 

 Une teinte rouge indique une réaction VP 2 positive (Marchal et al. 1991).

4.2.6 Croissance en présence de Na Cl  

L’ensemencement des isolats dans des tubes contenant  bouillon  MRS à 2 % et à 4% de 

Na Cl. L‘incubation se fait à 30°C pendant 24 heures (Zergoune F., 2015). La croissance des BL 

se manifeste par un trouble du milieu en comparaison avec un tube témoin non ensemencé 

(Badis et al., 2005). 

4.2.7 Thermo résistance  

Le test de thermorésistant, permet de sélectionner des espèces thermorésistantes (Badis 

et al., 2005). Les isolats à tester sont préalablement réparties dans des tubes de milieu MRS. Ces 

tubes sont par la suite incubé à une température de 62°C pendant 30 min en suite on incuber a 30 

C° pendant 24 à 72 heures (Zergoune F,2015). 
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5.  Mise en évidence de l’activité antimicrobienne

5.1  L’activité antibactérienne 

5.1.1  Test de présélection 

        Dans cette partie, nous avons choisis 20 isolats parmi les 38 pour étudier leur antagonisme   

contre 8 souches tests impliquées dans les  maladies infectieuses et les toxi -infections 

alimentaires (tableau 5). Les bactéries tests sont cultivées dans 5 ml de bouillon nutritif  à 37 °C 

pendant 24h.  

Pour tudier l’activité antibactérienne  des 20 isolats, la méthode décrite par Duongdearn 

Suwanjinda et al., (2007) à été adoptée. Les isolats sont mis en culture dans milieu MRS  

pendant 24 h à 30°C.  

             Le milieu MRS agar est coulé dans les boites de pétri, puis séchées dans l’tuve à 37 °C 

pendant 3 h. Des disques stériles (4 mm), préalablement préparés à partir de papier filtre 

Wattman, sont déposés à la surface des géloses récupérés après séchage. 5 μl de la suspension 

des isolats lactiques fraichement cultivées sont ensuite déposés sur  les disques. Un témoin est 

ralis par l’ajout de 5 μl du milieu MRS. Les boites sont incubées pendant 24-48 h à 30°C en 

aérobiose.  

          Les géloses sont  recouvertes par 5ml de gélose nutritive (0.8 % agar), précédemment 

ensemencée avec 0.1 ml de la suspension bactérienne tests. Après solidification, les boites sont 

incubées pendant 24-48 h à 30°C en aérobiose. L’activit est estime par l’observation des zones 

d’inhibition.  
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Tableau 4 : Liste des bactéries tests  Gram positif et négatif et leur référence  

Bactérie Gram Référence

Staphylococcus

Aureus

positif ATCC 25923

Listeria

Monocytogenes

positif ATCC 25922

Bacillus subtilus positif ATCC 22332

Pseudomonas

Aeruginosa

négatif ATCC 27853

Escherichia coli négatif ATCC 8739

Klebsiella oxytacer négatif ATCC 25922

Acinetobacter bauna positif ATCC 19606

Salmonella sp négatif ATCC 22890
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5.1.2   Confirmation de l’activité antibactérienne par la méthode de puits  

Dans cette technique les isolats sont ensemencés dans 5 ml de MRS afin d’obtenir des 

cultures jeunes après une incubation pendant 24h à 30C°. Une centrifugation de 10 min 

(5000tours /min) est réalisée. L’ensemencement des bactéries tests sur milieu Miller Hinton 

(annexe 7), est effectué par la mthode d’couvillonnage. Des puits de 6 mm de diamètre sont 

creusés sur la gélose (annexe 13) (Allouche et al . ,2010).  Chaque puits est rempli aves 50 μl du 

surnageant des cultures centrifugées. Un puits est considéré comme témoin est remplie avec 50μl 

du milieu MRS. L’incubation est réalisée à 30 C° pendant 24-48 h. La lecture se fait par la 

mesure du diamètre, en mm, des zones d’inhibition formes autour des puits. (Doumandji et al . ,

2010) 

5.2   L’activité antifongique  

Dans cette partie,  20 isolats  sont testés contres 3 souches fongiques mentionnées dans le 

tableau 6. Ces dernires font parties des moisissures d’altration et la production de 

mycotoxines.  

Tableau 5 : les souches fongiques testé leur code 

Moisissure Référence 

Aspergillus flavus ATCC

Penicilluim sp ATCC

Aspergillus niger ATCC

         Des suspensions de spores des souches fongiques tests sont préparées, dans des solutions 

de tween 80 (1%, v/v), (annexe 9et 15)  à partir de cultures fraiches dans le milieu MA.  Pour 

tudier l’activité antifongique des 20 isolats, la méthode décrite par Duongdearn Suwanjinda et 

al., (2007) à été adoptée.  

               Les isolats sont mis en culture dans le milieu MRS  pendant 24 h à 30°C. Le milieu 

MRS agar est coulé dans les boites de pétri, puis séchées dans l’tuve à 37 °C pendant 3 h. Des 

disques stériles (4 mm), préalablement préparés à partir de papier filtre Wattman, sont déposés à 

la surface des géloses. 5 μl de la suspension des isolats lactiques fraichement cultivées sont 
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ensuite déposés sur  les disques. Un tmoin est ralis par l’ajout de 5 μl du milieu MRS. Les 

boites sont incubées pendant 24-48 h à 30°C en aérobiose.  

        Les géloses sont  recouvertes par 5ml du milieu PDA (0.8 % agar) (annexe 5), 

préalablement ensemencée avec 0.1 ml de la suspension de spores. Après solidification, les 

boites sont incubées à température ambiante 3 à 5 jours. L’activit est estime par l’observation 

des zones d’inhibition.  

. 
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1. L’isolement  et dénombrement de la flore lactique 

           Le dénombrement des BL mésophiles aéro-anaérobies sur MRS agar est de 3 x 106 UFC 

g-1 .38 isolats sont sélectionnés, sur la base des caractéristiques macroscopiques et 

microscopiques, à partir des échantillons de Bouhezza (photo 1 et tableau6). 

Photo 1: Caractéristiques microscopiques et macroscopiques des isolats. (A) coques à Gram +

Gr x 40, (B) bacilles à Gram + Gr x 40, (C) : catalase négative, (D) : aspect des cultures en 

bouillon MRS, (E) et (F) : aspect et couleur des colonies sur MRS agar.

A B

C D

E F
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                                             Tableau 6 : Caractéristiques macroscopiques et microscopiques des 38  isolats sélectionnés 

Isolats Caractéristiques macroscopiques Caractéristiques  macroscopiques 
Aspect et couleur de 
la colonie

Aspect de la culture en bouillon Gram Forme des 
cellules

Catalase 

BL1 Crémeuse, blanche Petit culot + trouble léger + Bacille -
BL2 Petite, transparente Culot moyen+ trouble intense + Coque -
BL3 Plate, blanche Petit culot + trouble clair + Bacille -
BL4 Blanche, bombée Culot moyen+ trouble intense + Bacille -
BL5 Crémeuse, plate Petit culot + trouble léger + Coque -
BL6 Plate, blanche Culot moyen+ trouble léger + Coque -
BL7 Crémeuse, blanche Petit culot + trouble intense + Coque -
BL8 Petite, transparente Petit culot + trouble intense + Coque -
BL9 Plate, blanche Petit culot + trouble léger + Bacille -
BL10 Crémeuse, plate Petit culot + trouble intense + Bacille -
BL11 Crémeuse, blanche Culot moyen+ trouble léger + Coccobacilles -
BL12 Petite, transparente Culot moyen+ trouble léger + Coque -
BL13 Blanche, bombée Petit culot + trouble clair + Bacille -
BL14 Blanche, petite Petit culot + trouble léger + Coque -
BL15 Crémeuse, plate Culot moyen+ trouble intense + Coccobacilles -
BL16 Plate, blanche Culot moyen+ trouble léger + Coque -
BL17 Crémeuse, blanche Petit culot + trouble intense + Bacille -
BL18 Crémeuse, blanche Petit culot + trouble léger + Coque -
BL19 Petite, transparente Culot moyen+ trouble intense + Coque -
BL20 Plate, blanche Petit culot + trouble intense + Coque -
BL21 Crémeuse, plate Culot moyen+ trouble léger + Bacille -
BL22 Crémeuse, blanche Petit culot + trouble clair + Bacille -
BL23 Blanche, petite Culot moyen+ trouble intense + Coque -
BL24 Crémeuse, blanche Petit culot + trouble léger + Coccobacilles -

BL25 Plate, blanche Petit culot + trouble intense + Bacille -
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BL26 Blanche, bombée Petit culot + trouble intense + Coque -

BL27 Blanche, petite Culot moyen+ trouble léger + Coque -
BL28 Plate, blanche Petit culot + trouble clair + Bacille -
BL29 Crémeuse, blanche Culot moyen+ trouble intense + Bacille -

BL30 Crémeuse, plate Petit culot + trouble léger + Coque -
BL31 Blanche, bombée Petit culot + trouble intense + Coque -
BL32 Petite, transparente Culot moyen+ trouble léger + Coque -

BL33 Blanche, bombée Culot moyen+ trouble léger + Bacille -
BL34 Blanche, petite Culot moyen+ trouble intense + Coque -
BL35 Plate, blanche Petit culot + trouble léger + Bacille -
BL36 Crémeuse, plate Petit culot + trouble intense + Bacille -
BL37 Petite, transparente Petit culot + trouble intense + Coque -

BL38 Crémeuse, blanche Petit culot + trouble léger + Coque -

Suite du tableau 6 
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Les tests macroscopiques de la flore lactique du fromage Bouhazza nous ont permis de 

sélectionner 38 isolats, présentant des caractères similaires aux bactéries lactiques (Gram+, 

catalase-). Le dénombrement de la flore lactique  mésophile totale montre que les échantillons 

de fromage Bouhazza étudiés contiennent 3 x 106 UFC/g. Cette valeur  montre que nos 

échantillons ont une charge importante en BL. Dans la majorité des études réalisées sur les 

fromages Bouhazza, la microflore la plus dominante  est formée essentiellement de bactéries 

lactiques. Ces résultats sont dans les moyennes rapportées par Aissauoi Zitoun et al ., (2011, 

2012, 2014). D’autre part, ces valeurs concordent également avec les dénombrement 

rapports pour d’autres fromages traditionnels comme le Djben (Mennane et al., 2007 ; 

Belyagoubi et Abdelouahid, 2013).

2. Identification partielle des isolats sélectionnés  

          20 isolats sur les 38 présélectionnés sont retenus  pour l’identification partielle. Les 

résultats de la caractérisation biochimique sont résumés dans le tableau 7.  

Tableau 7 : Tests biochimiques de l’identification partielle des 20 isolats sélectionnés  

Isolats Teste  mobilité Clark 
& 
lubs 

CO2 Urée 
indole

Na Cl Thermorésistante

Mannitol Mobilité 2% 4%
BL1 + - + + - + + +
BL2 + - + - - + + +
BL3 + + + - - + + -
BL4 - - + - - + + -
BL5 + - + - - + + +
BL6 + - + - - + + +
BL7 + - + - - + + +
BL8 + - + - - + + -
BL9 - - + - - + + -
BL10 + - + + - + + -
BL11 + + + - - + + -
BL12 + + + - - + + -
BL13 - - + - - + + -
BL14 - - + - - + + -
BL15 + + + - - + + -
BL16 - - + - - + + +
BL17 - - + - - + + -
BL18 + - + - - + + +
BL19 + - + - - + + -
BL20 + - + - - + + -

+ : test positif; - : test négatif.
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           En se basant sur les les critères mentionnés par Bourgeois et Larpent (1996)  , et celles 

motionnées dans la partie bibliographiques pages et en comparant avec les résultats des tests 

de l’identification partielle de la flore lactique du fromage  bouhezza, nous avons réparti les 

20 isolats lactiques 6 genres : Lactococcus sp. , Leuconostoc sp. et Lactobacillus sp., 

Enterococcus sp , Streptococcus et pediococuus sp (tableau 8). 

Tableau8: Rsultats d’identification partielle  des  20 isolats

Lactobacillus 
sp. 

Enterococ
sp. 

Lactococcus 
sp.

Leuconostoc 
sp. 

Streprtococuus 
sp

Pediococuus
sp 

BL1 BL6 BL19 BL2 BL5 BL7
BL3 BL16 BL10 BL8
BL4 BL18 BL11
BL9 BL12
BL13 BL15
BL14 BL20
BL17

  Les tests de caractérisations préliminaires ont démontré que tous ces isolats à Gram 

positif et catalase négative se répartissent comme suit : 20 coques, 14 bacilles et  3 

coccobacilles, avec différents modes d’associations. Ces résultats sont  en accord avec des 

études sur la flore lactique de Bouhazza,  où les coques sont décris comme étant  les plus 

dominants dans ce type de fromage traditionnels. Notre identification présomptive des genres 

des 20 isolats concorde également les genres lactiques décrits dans les fromages   bouhazza et  

Djben, où les genres de Lactobacillus, Leuconostoc , Lactococcus , Pediococcus 

Streptococcus et Enterococcus sont fréquemment isolés, en association ou non, à partir de ces 

fromages traditionnels(Aissauoi  et al ., 2011, 2012, 2014 ; Bouadjaib  ,2013 ; Abid , 2015) . 
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3  Activité antimicrobienne  

3 .1 Test de présélection de l’activité antibactérienne

L’ensemble des rsultats de l’activit antibactrienne contre les souches Gram (-) et  Gram (+)  
sont  résumés,  respectivement, dans les tableaux  9et 10. 

Tableau 9: Activité antibactérienne contre les Gram négatif 

Isolas 

Gram -

Klebsiella 

oxytacer

Salmonella sp Pseudomonas

aeruginosa

Escherichia 

coli

BL1 + - + -

BL2 - - - +

BL3 - ++ - -

BL4 + - - -

BL5 - - - ++

BL6 - - - -

BL7 + - - -

BL8 - + - +++

BL9 - ++ +++ +++

BL10 - + - +++

BL11 - + - +

BL12 - + ++ +

BL13 + - - -

BL14 - - + +

BL15 - + - +++

BL16 - - - -

BL17 +++ +++ ++ +++

BL18 +++ +++ + +

BL19 - - + -

BL20 + ++ + ++

Absence de la zone (-), une zones d’inhibition faible (+), une zone moyenne (++) et une zone 

d’activit  importante (+++).  
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Tableau  10: activité antibactérienne contre les Gram positif 

BL

Gram +

Staphylococcus

aureus

Listeria

monocytogenes

Bacillus 

subtilus 

Acinetobacter 

bauna 

BL1 - - - -

BL2 - ++ - -

BL3 ++ ++ - -

BL4 - ++ - -

BL5 ++ + - -

BL6 + ++ - +

BL7 + ++ - -

BL8 - - - ++

BL9 + +++ -

BL10 + - + +

BL11 ++ +++ - -

BL12 ++ - - -

BL13 - - + -

BL14 + - - --

BL15 ++ + - +++

BL16 - - - -

BL17 +++ +++ ++ ++

BL18 +++ ++ + ++

BL19 - - - -

BL20 +++ ++ ++ ++

Absence de la zone (-), une zones d’inhibition faible (+), une zone moyenne (++) et une zone 

d’activit  importante (+++).  
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L’tude de l’antagonisme   antibactrien, des 20 isolats slectionnes, contre 4 

souches Gram positif et 4 souches Gram négatif à montré que 6 isolats ; BL9, BL11, BL13,

BL17, BL18 et BL20 ont une activité contre  Echerichia coli, Listeria monocytogenese  et 

Staphulococcus aureus (figure 10). Dans la présente étude nous avons mis en évidence 

l’antagonisme antibactrien  et  la potentialité inhibitrice naturelle des isolats lactiques contre 

les bactéries pathogènes, qui nous ont permis de remarquer des zones d’inhibition qui varient

selon les souches tests. Des activités semblables sont décrites par Rodrigues et al., 2002 et 

Mansour et al., 2004 où 17 souches parmi les 25 souches isolées possèdent un effet inhibiteur 

contre les 6 souches pathogènes utilisées . Les travaux de Priscilia et al., .(2015) ont 

également rapportés des diamtres  d’inhibition importants de souches de Lactobacillus sp

contre Listeria monocytogenese ATCC 29213 et Escherichia coli ATCC 25922 par la

méthode de diffusion de disque.

Photo 2 et 3 : Antagonisme vis à vis de Listeria monocytogenes (Gram +) et d’Escherichia 
coli (Gram -)
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3.2 Teste confirmative  de l’activité antibactérienne  

 Sur la base  des résultats obtenu des tests de présélection, 3  isolats (BL 17 ; BL 18 et  

BL 20)  avec les meilleures zones d’inhibitions  sont choisis pour confirmer leur activité 

antibactérienne par la méthode des puits. Les résultats de l’antagonisme contre les souches 

tests Gram + et  Gram -   sont présentés, respectivement, dans les figures 11 et 12.  

Figure 9 : L’activit antibactrienne contre les  Gram négatif   par la méthode des puits. 
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Figure 10 : L’activit antibactrienne contre les Gram positif  par la méthode des puits. 

D’aprs les rsultats de teste des puits  les 3 meilleures isolats sélectionnées (BL 17, 

BL18 et BL20) présentent une forte  activité contre Staphylococcus aureus, Bcillus subtillus,

Listeria monocytogenes concernant les Gram positif (figure 13).  Pour Pseudomonace 

aeruginosa été Esherichia colie (Gram négatif)  les zones d’inhibition sont comprises  entre 

14 à17 mm. Les 3 isolats  sont moins  actifs  contre Salmonnella sp et Acinitobacter. 
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Photo 4,5 et 6 : L’antagonisme vis à vis de ; Bacillus subtilus, Staphylococcus aureus et 

Listeria monocytogenes  par la méthode des puits.

           Les zones d‘inhibition obtenues par la mthode des  puits concernant  des 3 isolats 

sélectionnés sont assez importantes contre Bacillus subtillus (15 - 18 mm), E. coli (15-20 

mm), S. aureus (15-17 mm) et Listeria monocytogenes (14 -19 mm). Nos résultats 

d’antagonisme concordent avec de nombreux travaux sur l’effet de  la flore lactique indigne 

et fermentaire des laits crus et des fromages traditionnels sur la croissance des souches tests 

des mêmes espèces utilisées dans notre étude (Benmammer et Hamsi, 2003 ; Savadogo et al., 

2004 ; Bouzid, 2008 ;  Boudjani,2009). En effet les  BL sont connus par la production d’une 

variétés de substances et métabolites à activité antibactérienne ;  acide  organiques,  CO2,  

HH2O2,  Diacétyle,  Acide  phenyllacétique,  Dipépétides cycliques, Bactériocines, reutérine 
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et acides gras. Ils agissant contre la détérioration des aliments et les microorganismes 

pathogènes (Corsetti et al., 2015) 

3 .3 Activité antifongique

L’ensemble des rsultats de l’activit antifongique  est  résumé   dans le  tableau 11 et la 

figure 18.  Dans la présente étude, 9 isolats sur un total de  20 isolats de BL testés (20-18-17-

15-13-12-10-9-8)  ont montré une activité antifongique prometteuse, base sur l’apparition 

d’une zone d’inhibition formée autour des disques, contre les souches fongiques testées. Nous 

avons remarqu qu’il y une forte activit antifongique prsente par les isolats : BL 10, BL 18 

et BL 20 contre Aspergillus flavus et  Penicilluim. Cependant ces 3 isolats ont une faible 

activité antifongique contre Aspergillus niger. Yousef, et al.,(2007) et Belal et al.,(2011), ont 

rapportés des résultats similaires aux notres. Ils  ont trouvé que des isolats du genre 

Lactobacillus possédaient une activité contre Aspergillus flavus et  Penicilluim. sp. 

        Un spectre considérable  d’activit antifongique est montré contre Aspergillus flavus et  

Penicilluim, par les isolats suivants: BL 8, BL 9 BL12,  BL13, BL15 et  BL17.  M.et al., 

(2002) ont écrits des activités antifongiques de souches lactiques contre les espèces fongiques 

testées de notre travail. Les BL exercent un antagonisme par la production de substances 

antifongiques, largement démontrée dans de nombreux travaux de recherche (Mandal et al., 

2013; Crowley et al., 2013). 
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Tableau 11 : Résultats de  l’activit antifongiques

Moisissure

Isolats 

Aspergillus flavus Penicilluim Aspergillus niger 

BL1 - - -

BL2 + + +

BL3 ++ + +

BL4 + + -

BL5 - - +

BL6 - ++ -

BL7 ++ ++ -

BL8 + +++ +

BL9 +++ ++ +

BL10 +++ +++ +

BL11 - - -

BL12 +++ ++ -

BL13 +++ ++ +

BL14 ++ - -

BL15 +++ ++ +

BL16 - - -

BL17 +++ + +

BL18 +++ +++ +

BL19 - - -

BL20 +++ +++ +

L’absence de la zones (-), une zones d’inhibition faible (+), une zone moyenne (++) et une zone 
d’activit  importante ou fort (+++).  
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 Photo 7,8 et 9 : Antagonisme vis à vis  d’Aspergillus flavus , Aspergillus niger et 
Penicilluim sp 
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L’objectif principal de notre travail est d’isoler et de caractériser des bactéries lactiques 

à partir d’échantillons de fromage traditionnels bouhazza produit localement, dans le but final 

est d’étudier l’antagonisme contre des souches bactériennes et fongiques impliquées dans les 

toxi-infections et  altérations alimentaires.  

         La microflore dominante de bouhazza,  est formée essentiellement de BL. Les tests 

macroscopiques et microscopiques de la flore lactique du fromage Bouhazza nous ont permis 

de sélectionner 38 isolats, présentants des caractères similaires aux bactéries lactiques 

(Gram+, catalase-). 20 isolats sur les 38 présélectionnés sont retenus  pour l’identification et 

la caractérisation partielle en utilisant différents test phénotypiques et biochimiques. En se 

basant sur les les critères mentionnés par Bourgeois et Larpent (1996) et en comparant avec 

les résultats des tests de l’identification partielle de la flore lactique du fromage  bouhezza, les 

20 isolats lactiques sont assignés aux  genres : Lactococcus sp. , Leuconostoc sp. et 

Lactobacillus sp., Enterococcus sp. et streptococcus. Des isolats de ces genres sont 

fréquemment isolés, en association ou non, à partir de ce type de fromages traditionnels. 

L’étude de l’antagonisme   antibactérien, des 20 isolats sélectionnés, contre 4 souches 

Gram positif et  4 souches Gram négatif à montré que 6 isolats ; BL9, BL11, BL13, BL17, 

BL18 et BL20 ont une activité contre  Echerichia coli, Listeria monocytogenese  et 

Staphulococcus aureus . Parmi ces 9 isolats BL 17, BL 18 et  BL 20 ont montré les plus 

grandes zones d’inhibitions. Leur activité antibactérienne à été confirmée par la méthode des 

puits. 

          Dans la présente étude 9 isolats sur un total de  20 isolats de BL testés (20-18-17-15-13-

12-10-9-8)  ont montré une activité antifongique prometteuse, basée sur l’apparition d’une 

zone d’inhibition formée autour des disques,  notamment contre Aspergillus flavus et  

Aspergillus niger.  

            Cette étude sur le fromage Bouhazza, a permis d’atteindre  les  objectifs  fixés  au  

départ,  à  savoir  l’isolement de la flore lactique dominante, sa caractérisation partielle, et la 

mise en évidence de activités antimicrobiennes des isolats de BL sélectionnés .  
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En effet, plusieurs perspectives pourraient être envisagées afin d’approfondir les 

connaissances sur ces substances anti microbiennes   produites par les BL du fromage 

Bouhazza : 

- purification et caractérisation des molécules protéiques 

- tester  le potentiel bio conservateur des BL qui ont présentés des fortes activités 

antifongiques et antibactériennes.  
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Abstract  

 Insulation and characterization of the lactic bacteria starting from traditional cheese 

“Bouhezza” and the study of their antagonism 

In Algeria,Bouhazza  traditional fermented dairy product is often consumed  it self in its 

spawning condition ,or after drying to extend that shelf life. 

It contains a producing microflora of antimicrobial substances. Lactic acid bacteria are used in 

the fermentation and organic food preservation with the production of organic acids and other 

antibacterial substances such as bacteriocins by blocking some pathogenic strains.

Counts of the total mesophilic lactic flora and fauna of traditional dairy products were 

performed on, MRS  were the burden of total mesophilic flora is very high (3x106 CFU / g). 

In order to demonstrate the inhibitory effect of these bacteria, we studied the antagonistic 

power of 38 strains isolated(MRS incubated 30°C/24h)  from  Bouhazza overlooked a large 

number of pathogenic strains (Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus 

aureus, , Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa and

champignons : penicillium, A .niger et A.flavus). The researche of bacterial antagoniste was 

carried out according to the methode of double-lyers and the methode of wells diffusion. 

Their interactions have led to the appearance of significant inhibition zone.

The identification and the characteristics of strains the revealed that they belong to the kind :

Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Entérococcus, Pediococcus and  Streptococcus.

Keywords: Bouhazza, lactic acid bacteria, Antagonism. pathogenic bacteria.



                                                                                                                                             خ

ست شط د جدهزة عزل ف ك حض  ن جبن قذي 

  بسب ،  ّذ اخ ٘خوذٗذ هذة ط٘خَ ّ إهب    ٌٖ ل٘ذٕ ٘ ٗخن  اخّ   َ ِٖ اشاز، ٗخز ُْشة هٌج

 َ .بثّز٘لو بدةولوْاد ا توٌخخ٘زٗب الٔ ا ْٕخٗ ًَ.  ّ و٘زخا ٖ ٘خوغ ا خ٘زٗب ذمخّ

 زٓ ه خ٘زٗبل بدةووْاد اْٗت ّاوبع اا إًخب ٗز ي ٘تاوْاد اهي اbacteriocins ٗز ي 

. ٘غ اث اوت هزاع

  ْا ٖ ُْشة ل٘ذٗتخبى ابث اهٌخ ٖ ْدةْوبث اّز٘وا  ذ ّ ظبءن إMRS تدر ٖ ٌتخوا

 ٘3x106بًج  هزت ذا ظ خٔ,24H  درت هئْٗت وذة 30زارة UFC/g. ب ٘ز ِبرإ  هي 

ِّب  َْذة ذة  ث ت  هشّت هي  هٌخبث ُْشة 38ب هي ٍُ اخ٘زٗب ، درٌب ْة هبدٗت هي 

 Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus:هت هزاع

subtilis ,Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et des champignons : penicillium, 

A .niger et A.flavus

ّ ذ دث  بِب  إ ٔِْر هٌت ّ.  ٘ب زٗت ابث اوشدّت ّاًخبر اٙبر  اٌب اخ٘زٕدّٓذ

: ُْٗت ّظبض اث اخٖ ٌخوٖ إ ٔٌبص . ٘زة

:Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus Entérococcus, Pediococcus, Streptococcus

اٌب اخ٘زٕ, ا , اخ٘زٗب  اخ٘٘ت  ,ُْشة  :ث حت 
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AAnnnneexxeess



Annexe 1: Coloration de Gram

1- Dposer une goutte d’eau physiologique stérile sur une lame bien propre 

2- Prélever un échantillon de colonie et mlanger avec la goutte d’eau, strier et sécher par 

passage rapide sur la flamme d’un bec benzène 

3- Couvrir le frottis par du cristal violet pendant 60 secondes 

4- Laver l’excs du colorant avec de l’eau distillée 

5- Couvrir de lugol pendant 30 secondes 

6- Laver à l’eau distillée pendant 5 secondes 

7- Rincer immédiatement le frottis avec le mélange alcool - acétone en inclinant la lame et par 

goutte à goutte jusqu’à disparition complète de la coloration violette 

8- Laver à l’eau distillée pendant 5 secondes 

9- Couvrir avec de la fuschine pendant 15 secondes 

10- Laver à l’eau distillée pendant 10 secondes 

11- Déposer une goutte d’huile à immersion sur le frottis et observer au microscope à un fort 

grossissement. 

Les cellules Gram(+) absorbent la couleur du cristal violet et demeurent bleues violettes en 

apparence, contrairement aux cellules Gram(-) qui apparaissent distinctement rosâtres.



Annexe  2: l’eau peptoné 

1000  ml de l’eau physiologique strile (0,9% de NaCl,) additionne de peptone (0.1%,)

Annexe 3 : Clarck & Lubs  

* dextrose………………………………………………………………………………….20 g/l 

* peptone……………………………………………………………………………………..5 g 

* glucose……………………………………………………………………………………..5 g 

*  hudrogénophosphate de potassium………………………………………………………..5 g 

*  d’eau distille……………………………………………………………………………...1 L 

*  PH …………………………………………………………………………………………7,5 

Annexe  4: milieu PDA 

* de pomme de terre……………………………………………………………………….100 g 

* agar ……………………………………………………………………………………….10 g 

* glucose……………………………………………………………………………………10 g 

* eau distillé……………………………………………………………………………...500 ml 



Annexe 5 : Gélose nutritive  

* Hydrolysat trypsique de caséine …………………………...............................................2,5 g 

* Extrait de viande …………………………………………………………………………..5 g 

* Glucose……………………………………………………………………………………. 1 g 

* Extrait de la levure……………………………………………………………………….2,5 g  

* Agar……………………………………………………………………………………….15 g 

* Eau distillé……………………………………………………………………………1000 ml 

*  PH…………………………………………………………………………………….7à 37°C 

Annexe 6 : Mueller Hinton  

*  Infusion de viande de boeuf ……………………………………………………………….2g 

* Amidon……………………………………………………………………………………15 g 

* Hydrolysat de caséine …………………………………………………………………….17g 

* Agar……………………………………………………………………………………… 17 g 

* Eau distillée…………………………………………………………………………...1000 ml 

*  pH …………………………………………………………………………………………7,3 

Annexe 7 : Eau physiologie  

*  NaCl………………………………………………………………………………………. 9g 

* Eau distillée …………………………………………………………………………..1000 ml 

Annexe 8 : Solution de tween 

1 ml de tween dans 100 ml d’eau distille.

Annexe 9 : composition de VP 

*   peptone trypsique de viande……………………………………………………………....6g 

* glucose……………………………………………………………………………………...5g 

* K2HPO…………………………………………………………………………………….45g   

* eau distillée……………………………………………………………………………...1 litre     

* pH …………………………………………………………………………………………... 7 



Annexe 10 : les matérielles utilisées. 

Figure N°1 : autoclave                                   Figure N°2 : la chromatographie 

       Figure N°3 :     Etuve                               Figure N°4 : la hote.                              



Annexes 11 : photos de teste de  préselection 



Annexe 12 : méthode des puits 

Annexe 13 : La jarre d’anaérobiose



Annexe14 : Préparation de solution des spores fongiques 
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Résumé

En Algérie, de nombreux types de fromages traditionnels de différentes régions du pays sont actuellement 

produits au niveau des ménages ou de façon artisanale. Bouhezza est un exemple de ces fromages fabriqué et 

affiné dans des sacs de peau animale (chèvre ou brebis) appelés communément Chekoua. Son écosystème est 

dominé par la flore lactique indigène. L’objectif principal de notre travail est d’isoler et de caractériser des 

bactéries lactiques à partir d’échantillons de fromage traditionnels bouhazza produit localement, dans le but final 

est d’étudier l’antagonisme contre des souches bactériennes et fongiques impliquées dans les toxi-infections et  

altérations alimentaires.

Des dénombrements de la flore mésophile totale et de la flore lactique de ce produit laitier traditionnel ont été 

effectués sur les milieux MRS, où la charge de la flore mésophile totale est estimée à 3x106 UFC/g. 38 isolats

sont sélectionnés, présentant des caractères similaires aux bactéries lactiques (Gram+, catalase-). 20 isolats sur 

les 38 sont retenus  pour l’identification et la caractérisation partielle. Les 20 isolats sont assignés aux genres: 

Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Entérococcus, Pediococcus et Streptococcus.

L’étude de l’antagonisme   antibactérien, des 20 isolats sélectionnés, contre 4 souches Gram positif et  4 souches 

Gram négatif à montré que 6 isolats ; BL9, BL11, BL13, BL17, BL18 et BL20 ont une activité contre  E.coli, L. 

monocytogenese  et S. aureus. Parmi ces 9 isolats BL 17 ; BL 18 et  BL 20 ont montré les plus grandes zones 

d’inhibitions. Leur activité antibactérienne à été confirmée par la méthode des puits. Dans la présente étude, 9 

isolats sur un total de  20 isolats de BL testées (20-18-17-15-13-12-10-9-8)  ont montré une activité antifongique 

prometteuse, basée sur l’apparition d’une zone d’inhibition formée autour des disques,  notamment contre A. 

flavus et  A. niger.
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