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Introduction

Introduction

Les bactéries lactiques présentent un grand intérét dans 1’industrie. Elles sont largement
utilisées dans 1’élaboration des produits alimentaires par des procédés de fermentations lactiques.
Elles assurent non seulement des caractéristiques particulieres d’aro6mes et de texture mais aussi
une bonne sécurité alimentaire. Cette sécurité est favorisée grace a la production des acides
organiques (acides lactiques et acétiques), qui font baisser le pH dans le milieu, et par la synthese

de bactériocines qui renforce cette conservation (Bekhouche et Boulahrouf, 2005).

La préservation des aliments se base essentiellement sur la prévention ou 1’inhibition de la
croissance des microorganismes contaminants. Les méthodes physico-chimiques de préservation
provoquent des altérations de qualité nutritionnelle, et organoleptique des aliments, et une
diminution de leurs utilités suite au développement des résistances par les microorganismes
contaminants pathogenes. Cette résistance est attribuée a [’utilisation abusive et souvent
prolongée des produits chimiques, ce qui permet aux souches de développer des mécanismes de
résistance (Gould, 2000). Face a ces problemes, la recherche scientifique s’oriente vers une
approche qui est la biopreservation (Gould, 2000). La recherche des bactéries lactiques, qui ont
un r6le dominant dans la production de beaucoup de produits laitiers fermentés, avance avec une
vitesse tres impressionnante développant une alternative dans le domaine de 1’alimentation

(Caplice et Fitzgerald, 1999).

En Algérie, de nombreux types d’aliments traditionnels de différentes régions du pays sont
actuellement produits au niveau des ménages ou de facon artisanale. Le Dhan est un exemple de
ces produits du nord-est de I'Algérie (région des Chaouia). D’apres la littérature, 1’écosysteme
du beurre traditionnel est dominé par la flore lactique indigene associée parfois aux levures. Afin
de caractériser le microbiote du Dhan et d’étudier le potentiel biopréservateur de la flore

lactique présente, nous avons ciblé, dans ce travail, les objectifs suivants :

- Enquéter sur les méthodes de fabrication et de conservation traditionnelles du Dhan

algérien ;
- Isoler et caractériser la microflore dominante du Dhan traditionnel ;

- Evaluer I’activité antifongique des souches isolées.
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Chapitre I Les produits laitiers fermentés

Les produits laitiers fermentés
1. Introduction

Le lait le premier aliment de I’homme .1l est le seul a pouvoir revendiquer en tout temps
et tous lieux le statut d’aliment universel, au moins pour la premiere partie de la vie de I’étre
humain. L’ Algérie est le premier consommateur laitier du Maghreb avec une consommation

moyenne de 1’ordre de 100 a 110/habitant/an en 2010 (Benelkadi, 2005).

La production du lait en Algérie, reste tres insuffisante malgré tout les efforts déployés
par I’état pour subvenir a une demande qui ne cesse d’accroitre d’une année a I’autre. A
I’échelle nationale de la production laitiere, il faut souligner que la filiere lait est caractérisée
par une faible productivité des élevages laitiers dus essentiellement a une insuffisance en

unités fourrageres (Meslem A.M, 2011).

L’Algérie a une tradition des produits laitiers bien établie, transmise de génération en
génération, qui a un aspect important de la culture algérienne. Le lait abondant durant
certains moments de I’année, il est difficile de le conserver et facilement périssable, surtout
dans les zones a climat tres chaud. Dans n’importe quelle culture, il a été toujours traité pour
augmenter la durabilit¢é et la valeur nutritive et en méme temps permettre la
commercialisation. Les femmes algériennes comme toutes les cultures pastorale, ont toujours
étés les principale protagonistes auteurs de la transformation du lait (Claps et Morone,
2011). 1l existe un grand nombre de laits fermentés qui différent par leur matiere premiere,
leur flore microbienne, leur technologie, leur texture, leur gofit et leur durée de conservation.
Certains sont voisins, mais présentés sous des noms variés. Beaucoup d'entre eux contiennent

I'une ou les deux bactéries spécifiques du yaourt associées d'autres micro-organismes.
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Chapitre I Les produits laitiers fermentés

2. Les produits laitiers dans le monde
2.1 Le fromage

Beaucoup variétés de fromage a partir du lait de chevre, de brebis et de vache, sont
fabriquées, a travers le monde, dans des fermes suivant des techniques traditionnelles, sans
addition intentionnelle de levains, et sont généralement concues comme des " fromages
artisanaux"(Randazzo et al ., 2009). On obtient le fromage par coagulation complete ou partielle
du lait grice a l’action de la présure ou d'autres agents coagulants appropriés et par
égouttage partiel du lactosérum résultant de cette coagulation. On peut aussi faire appel a des
techniques de fabrication entrainant la coagulation du lait de maniere a obtenir un produit fini

(Carole, 2002).
2.2 Le yaourt

Le yaourt est un lait fermenté moderne. Selon le Codex Alimentarius (norme N°A-11(a)
1975) « le yaourt est un produit laitier coagulé obtenu par la fermentation lactique a partir du lait
frais, ainsi que du lait pasteurisé (ou concentré, partiellement écrémé, enrichi en extrait sec) avec
ou sans addition (de lait en poudre, poudre de lait ...). Les microorganismes doivent é&tre viables

et abondants » (France, 2009).
3. Les produits laitiers traditionnels algériens

Il existe un grand nombre de laits fermentés provenant de plusieurs wilayas algériennes et
qui different par leur matiere premiere, leur technologie, leur flore microbienne, leur gott, leur

texture et leur durée de conservation.
3.1 Le lait fermenté

Plusieurs types de produits laitiers fermentés comptés a (Tamime, 1997 ; Stanely, 1998).
Quant il s’agit de sa nature plusieurs facteurs entre en jeu notamment le type de lait utilisé, le
prétraitement, les conditions de fermentation et le traitement ultérieur. En fait, la production des
produits laitiers fermentés était pour but de prolonger la durée de conservation du lait. Pendant
des siecles et des siécles, ces aliments traditionnels existent encore, non seulement sous la forme
artisanale mais, au fur et a mesure ils ont envahis le monde de 1’industrie en s’appuyant sur des

cultures spécifiques (starter) et de nouvelles techniques (Cogan, 1996 ; Oberman, 1998).
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Chapitre I Les produits laitiers fermentés

3.1.1 Raib

Le Raib est un produit qui n’aura aucun traitement thermique préalable et laissé
s’acidifier par fermentation spontanée jusqu'a 1’obtention d’un caillé (Touati ,1990). 1l peut étre
consommé comme boisson apres une simple homogénéisation, ou additionné aux autres plats

traditionnels (Couscous, Mesfouf). Il entre dans la fabrication du L ‘ben (Aissaoui. Z, 2004).
3.1.2 L'ben

L’ben ; c’est du lait débarrassé de sa créme, et qui a subi ensuite une fermentation lactique,
I’acide lactique produit provient du dédoublement de la molécule de lactose par [’action du
bacille lactique. L’acide lactique a la propriété, lorsqu’il se forme en exces, d’amener la
coagulation de la caséine du lait. Cette coagulation est d’autant plus active que la température
ambiante est plus élevée (Bendanou, 1981). La composition chimique du « L’ben » est variable,
elle dépend des localités, des régions, des fermes, de la composition chimique du lait cru de

départ et de la procédure de fabrication (El Baradei et al ., 2008).
3.2 Les fromages traditionnels algériens

Les fromages traditionnels sont peu nombreux, en Algérie non entierement recensés et
Aussi peu étudiés, environ dix types de fromages sont connus dans différentes régions du pays

(Aissaoui zitoun et al ., 2011). Les fromages Madeghissa, Mechouna et Bouhezza sont fabriqués
dans la région des Chaouia (Nord-est), Aoules et Takammart dans le sud, Igounanes dans la
région de Kabylie (Aissaoui zitoun et al ., 2011), J'ben et Klila sont connus dans plus d’une
région (Hallel, 2001). Ces fromages restent encore non labellisés, leur fabrication est destinée a

I’autoconsommation au niveau familial.
3.2.1 J'ben

J'ben ; c’est un fromage traditionnel frais obtenu par coagulation enzymatique (extrait a
partir de la caillette de veau). Le lait destiné a la fabrication est chauffé, une fois tiede, un
fragment de caillette bovine est macéré dans le lait. Aprés coagulation du lait et présure
égouttage, le caillé ainsi obtenu peut étre salé ou additionné de quelques épices ou de plantes

aromatiques. (Lahsaoui, 2009).
3.2.2 Klila

La Klila est un fromage ferment produit empiriquement dans plusieurs région de 1’ Algérie.

La Klila est préparée a partir du L’ben chauffé sur feu doux pendant 12 minutes environ pour
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Chapitre I Les produits laitiers fermentés

favoriser la séparation du caillé et du lactosérum et accélérer le processus d'égouttage. Le lait
caillé est égoutté dans un tissu fin. La Klila peut étre consommée a 1'état frais ou additionnée a
certains plats traditionnels apreés avoir été coupé en petits cubes et séchés au soleil (Touati

,1990).
3.2.3 Bouhezza

Ce type de fromage est répandu dans le territoire de I'Aures (zone Chaouia). 1l est fabriqué
a partir de lait de brebis, de chévre, ou de vache baratté et écrémé (L ’ben) (Touati, 1990 ;
Hallal, 2001). Sa spécificité est 1’utilisation d’une peau d’animaux « Chekoua » comme
contenant de la matiere premiere et séparateur de lactosérum-et aussi du L’ben. Un salage en
masse et des ajouts successifs de L’ben et de lait cru permettent 1’accumulation de la pate

fromagere dans la Chekoua. Ainsi, et apres au-moins 4 semaines le fromage est affiné.
3.2.4 Takammart

D'apres Hellal (2001), c'est un fromage du Hoggar, il est fabriqué par introduction d'un bout
de caillette de jeunes chevreaux dans le lait, aprés quelques heures, le caillé est retiré a l'aide
d'une louche et déposé en petits tas sur une natte et sera ensuite pétri pour évacuer le sérum puis
déposé sur une autre natte faite de tige de fenouil sauvage qui lui donne de l'arome. Les nattes
sont ensuite placées a l'ombre jusqu'a durcissement du fromage. Le fromage peut subir un

affinage durant un mois (Gast et coll, 1969 cité par Abd Elaziz et Ait Kasi, 1992).
3.2.5 Le beurre

Selon la norme du Codex Alimentarius, le beurre est un «produit gras dérivé exclusivement
du lait et/ou de produits obtenus a partir du lait, principalement sous forme d’une émulsion du
type eau dans huile». Il est obtenu par barattage de la créme du lait (Luquet et Corrieu,
2005).Le beurre est fabriqué a partir de la creme (le barattage) et il contient 0,8 g de protéines
pour 100g (Vilain, 2010). A la fin du barattage une quantité limitée (environ 10% de volume de
lait) d’eau chaude ou froide est ajoutée pour ramener la température de 1’ensemble a un niveau
convenable au rassemblement des grains de beurre. La récupération du beurre s’effectuer
généralement a la .Le beurre traditionnel est un produit périssable ; il doit étre conservé a basse
température (2 a 4°C) ou consommé des sa production. Comme les moyens de réfrigération sont
pratiquement inexistants chez les Bédouins, et afin de mieux conserver ce produit, il est
nécessaire de le transformer en produit dérivé .Ce dernier est connu chez les nomades sous le
nom de «Dhan» et est conservé traditionnellement dans un récipient appelé« Chekoua » a

température ambiante (Makhloufi, 2013).
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3.2.6 Dhan

Un beurre traditionnel est fabriqué a partir du lait de vache non pasteurisé. Tout d’abord, le
lait est laissé a température ambiante jusqu'a ce qu’il s’acidifie. Une agitation manuelle est
utilisée dans une peau de chevre jusqu'a la séparation de la creme au lait écrémé, pendant
P’agitation d’une petite quantité d’eau fraiche est ajoutée. Cette eau permit de rassembler les
globules gras. Cette agitation dure quelques dizaines de minutes. Les maticres grasses sont

collectées et elles représentent le beurre (Bettache et al ., 2012).

:9” e/t

==

Figure 1: Dhan traditionnel et Chakoua
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[ Lait cru }

Fermentation spontanée

Maturation T° ambiant 24-72h
[ Coagulation } <« [ Lait caillé }
[ Egouttage ]
v
L’ben
v
Beurre (Dhan)
v
J’ben

Figure 2 : Diagramme de fabrication des produits laitiers traditionnels (Benkerroum et

Tamime, 2004)
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Les bactéries lactiques et les levures
1. Introduction

Les bactéries lactiques ont toujours occupé une place importante parmi les auxiliaires de
fabrication alimentaire. Leurs caracteres variés et leurs multiples propriétés sont largement
exploités dans l'agro-alimentaire (Bull, 1999).Les bactéries lactiques sont des cellules
procaryotes, hétérotrophes et chimio-organotrophes. Elles sont Gram+, généralement immobiles,
a sporulées et 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).
Leur forme peut étre coccoide, coccobacillaire ou bacillaire .Elle sont généralement mésophiles
avec une température optimum de croissance entre 20°C et 30°C ou thermophiles entre 30°C et
45°C .La majorité de souches se développent a pH 4,0 et 5 ,0 Certaines sont en activité a pH 9,6
et d’autres a pH 3,2 (Jozala et al ., 2005).

Il est possible de les classer suivant la nature des produits du métabolisme bactérien
obtenus a partir des glucides. En effet les bactéries homolactiques strictes produisent uniquement
de I’acide lactique, alors que les bactéries hétérolactiques peuvent produire de 1’acide acétique,

de I’éthanol et du CO2 en plus de I’acide lactique.
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2. Les bactéries lactiques (BL)
2.1 Historique

Les bactéries lactiques sont de treés anciens micro-organismes dont les ancétres auraient pu
voir le jour il y a trois milliards d’années. Elles seraient donc apparues avant les cyanobactéries
photosynthétiques qui ont transformé I’atmosphere terrestre ancienne sans oxygene en
atmosphere aérobie (Drider et Prevost, 2009). Les BL sont utilisées par les producteurs de lait
depuis 65 millions d’années (Tailliez, 2001). Elles ont été utilisées pour la fermentation des
aliments depuis 4000 ans. Ce n’est qu’a la fin du 19 siecle, époque des grandes découvertes de la

microbiologie, que certaines chercheures ont isolé un streptocoque (Poulain, 1994).
2.2 Définition

Bien avant que I’on soit conscient de 1’existence des bactéries lactiques, elles n’ont été
utilisées que récemment dans la conservation des aliments a base de lait, de viande, de poissons,
de légumes et de fruits (Paul Ross et al ., 2002). Les BL sont utilisées dans de nombreux
produits laitiers dont les laits fermentés, les fromages et les yogourts. Elles contribuent a la
texture, a la saveur des aliments ainsi qu’a la production de composés aromatiques. Les bactéries
lactiques inhibent la prolifération de micro-organismes par la production de composés inhibiteurs
telles les bactériocines (Piard et Desmazeaud, 1991, 1992) et en abaissant le pH par la
production d’acide lactique (Gilliland, 1985). La présence de BL est responsable de

I’acidification du lait et de la maturation de la créme (De Roissart et Luquet, 1994).
2.3 Habitat

Les BL sont des microorganismes ubiquitaires susceptibles d'étre retrouvés dans tous
types d'habitat. Elles accompagnent l'activité humaine au quotidien, en tant que bactéries de la
flore commensale, de la flore intestinale ou de la flore alimentaire. Une caractéristique commune
permet cependant de les unifier en un seul et vaste groupe : leur capacité a fermenter les hydrates

de carbone en acide lactique (Dellaglio et al ., 1994).
2.4 Caractéristiques

Les bactéries lactiques sont des cellules vivantes, procaryotes, chimio- organotrophes
et hétérotrophes. A quelques exceptions pres, les bactéries lactiques sont généralement Gram
positives, immobiles, asporulées, anaérobies mais aérotolérantes, et catalase négative
(certaines souches possedent une pseudocatalase), de nitrate réductase, et de cytochrome
oxydase. Elles ont des exigences nutritionnelles nombreuses (acides aminés, peptides, acides

gras, glucides et sels) (Holzapfel et al ., 2001 ; Gevers, 2002). Elles se caractérisent par:
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- Un métabolisme exclusivement fermentaire qui les conduit a produire a partir du glucose de
quantités importantes d’acide lactique, accompagné dans certains cas d’autres métabolites

(éthanol, CO2 autres acides organiques)
- Elles ont une faible capacité de biosynthese (Luquet, 1986).

- Elles produisent des quantités abondantes d’acide lactique par fermentation de substance

carbonée.

- Le contenu en GC de leur ADN varie de 33 a 54%, ce qui les classe dans les bactéries a faible

pourcentage de GC (Muto & Osawa, 1987).

- Elles sont de métabolisme chimio-organotrophes, ce qui signifie qu'elles utilisent comme
source énergétique des substances hydrocarbonées telles que les sucres, les alcools et les acides

organiques (voir figure 3).

Bifide Homofermentaire Hétérofermentaire

ATP (’ ATP

~® ADP = ADP
SESate) _ .o glucose-6-P glucose-6-P

"“-.. ATP
acetyl-P

fructose-6-P 6-P-gluconate
érythrose-4-P — i &

» ADP
fructose-1,6-diP ribulose-5-P

sedoheptulose-7-P

lulése-S-P
glyceraldehyde-3-P «— xy l

) «» dihydroxyacetone-P
ribose-5-

l xylulose-5-P 1,3-biP |yl§%?ta acetyl-P

"'-..\‘ —

ribulose-5-P / AP | gosa
acetyl-P 3-P-glycerate acetyl-CoA

ADP

e

2-P-glycerate acetyldehyde

phosphoenm%ruvate &thanaol
et

pyruvate

Figure 3: Principales voies cataboliques du glucose chez les bactéries lactique (adapté

de Dellagio et al ., 1994 )
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2.5 Taxonomie Ils regroupent 12 genres dont: Lactobacillus, Enterococcus, Lactococcus,

Leuconostoc, Bifidobacterium, Carnobacterium, QOenococcus, Pediococcus, Streptococcus,

Tetragenococcus, Vagococcus et Weissella (Axelsson, 2004).

LD, delbruecki

Weissella

Leuconostoc .
‘ ‘ LD, casei-Pediococcus

Oenococcus

Tettagenococcts ‘ Lactococets
Jagococcts A

Enterococcus

Streptococcus
Camobacterium
Bcillus

( L/ Staphylococcus

Aerococeus Listeri

Figure 4 : Arbre phylogénique des bactéries lactiques d'apres Axelsson (2004)
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De nombreuses classifications des bactéries lactiques ont été proposées. Parmi elle, figure

la classification selon la composition de la paroi cellulaire bactérienne (Ambrosini et al .,

1996), incluant la nature des acides gras, tels que I’acide lactobacillique (C19:0) et les acides

gras insaturés (C14:0, C16:0, C18:0) qui la composent (Gilarova et al ., 1994).

Une autre classification, basée sur les différents modeles de fermentation du glucose définit 3

groupes (Mcleod et al ., 2008).

- Le groupe I : Renferme les bactéries réalisant exclusivement 1’homofermentation. Ce groupe

comporte majoritairement des Lactobacillus.

- Le groupe II : Inclut les bactéries réalisant 1’hétérofermentation et regroupe les Leuconostoc,

les Oenococcus, les Weissella et quelques especes appartenant au genre Lactobacillus.

- Le groupe III: Ce groupe présente une position intermédiaire entre le groupe I et II réalisant
ainsi 1’homofermentation ou I’hétérofermentation selon les conditions environnementales
(Mcleod et al ., 2008). 1l est regroupe quant a lui quelques espéces appartenant au genre
Lactobacillus et la majorité des especes appartenant au genre Enterococcus, Lactococcus et

Streptococcus.

Tableau 1: Principaux genres des bactéries lactiques (sutrat et Federighi, 1998)

Morphologie | Fermentation Température Nombre
d'optimisation d'especes
Lactobacillus Bacille Homofermentation Thermophile GI1:23
ou ou G2:16
Hétérofermentation Mésophile G3: 22
Carnobacterium | Bacilles Hétérofermentaires Psychrophiles 6
Lactobacoccus Coque Hétérofermentaires Mésophile 5
Streptococcus Coque Hétérofermentaires Thermophile 19
ou
mésophiles
Enterococcus Coques Homofermentaires Mésophiles 13
Vagococcus Coques Homofermentaires Meésophiles 2
mobiles
Pediococcus Coques Homofermentaires Meésophiles 7
en tétrades
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Tetragenococcus | Coques Homofermentaires Meésophiles 1
en tétrades
Leuconostoc Coques Homofermentaires Meésophiles 11
Oenococcus Coques Homofermentaires Mésophiles 1
Bifidobacterium | Forme Acide acétique Meésophiles 25
irréguliers et
lactique

2.6 La culture des bactéries lactiques

Les BL demandent des milieux riches en différents nutriments pour Croitre (sucres, acides
aminés, acides gras, sels, vitamines) et pauvres en oxygene (Hammes et Herte, 2006). Elles sont

essentiellement cultivées dans :

- Le milieu Man Rogosa Sharpe (MRS).Ce milieu est tres riche, permet un développement rapide
de toutes les especes de lactobacilles, qui a culture difficile différentes sources de carbone et

d’azote, telles que les peptones, le glucose et le Tween 80 (Sakili et Issoual, 2003).

- Le milieu Chalmers. Ce milieu permet une meilleure reconnaissance de ces bactéries qui

s'entourent d'une auréole transparente caractéristique de leur présence.

- Le milieu hypersaccharosé : Le Tween 80 était initialement utilis€ comme émulsifiant dans la
préparation des milieux de culture avant d’€tre considéré comme source de carbone pour les

bactéries.

- Milieu MEVAG sans sucre.

- Milieu Lait écrémé tournesolé.

- M17 agar (Georgieva et al., 2009).
3. Intéréts des bactéries lactiques

Grace a leurs effets bénéfiques, les bactéries lactiques sont utilisées dans plusieurs secteurs
d’activités, notamment dans le domaine de D’agriculture, de la santé et de I’industrie
agroalimentaire. Le champ d’application des bactéries lactiques est large et plusieurs de leurs
propriétés sont importantes et influentes sur la qualité finale des produits alimentaires. Il permet
d’assurer la qualité sensorielle des produits et de mieux maitriser le processus de fermentation

(Casaburi et al ., 2007; Muthukumarasamy ef al ., 2006)
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3.1 Dans ’industrie agroalimentaire

Les bactéries lactiques furent et sont encore utilisées sous la forme de levains artisanaux,
mais le développement de 1‘industrie de transformation, en particulier de 1‘industrie laitiere, a
conduit a la production de ferments industriels capable d‘assurer a la fois la qualité et la
constance du produit (Leveau et Bouix, 1993 ; Pfeiler et Klaenhammer, 2007). Les bactéries
lactiques produites comme ferments commerciaux sont des cultures pures ou un mélange
appartenant aux genres : Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus

et Bifidobacterium. (Leveau et Bouix, 1993).

Dans les laits fermentés ’acidification provoque la formation d’un caillé plus au moins
ferme selon les bactéries lactiques présentes selon les produits, la texture recherchés est ferme
(yaourt ferme) ou onctueuse (yaourt brassé, kéfir) pour obtenir une croissance déterminée
L’utilisation de souches plus ou moins acidifiantes peut €tre combinée a celle de souches
productrices de polysaccharide (Sutro et Federighi, 1998). L’utilisation de ces dernieres a pour
but ’amélioration des caractéristiques organoleptiques des produits fermentés et I’augmentation
de leur durée de conservation sons I’utilisation de conservation chimique graces aux substances

antimicrobiennes qu’elles secretent (Dortu et Thonart, 2009).

Les souches utilisées en industrie alimentaire doivent répondre a certains critere ex :
absence de phathogénicité ou activité toxique, capacité de d’améliorer les caractéristiques
organoleptiques , capacité de dominance , facilité de culture et de conservation , et maintenance

des propriétés désirables durant le stockage ( Marth et Steele, 2001) .
3.2 Dans la santé: probiotique

La FAO et ’OMS (2002), ont définis les probiotiques comme suit: « les probiotiques sont
des microorganismes vivants qui lorsqu’ils sont administrés en quantités adéquates, exercent une

action bénéfique sur la santé de I’hdte qui les ingere». Les bactéries lactiques assurent :
- L'amélioration de la digestibilité du lactose.

- L'abaissement du taux de cholestérol sanguin.

- Des effets sur 'activation du systeme immunitaire.

- L'inactivation de composes toxiques et la protection contre certains infections intestinales

(Laurant et al ., 1998).
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4. Criteres de sélection des souches pour 1'élaboration des ferments
4.1 Activité acidifiante

L’activité acidifiante est 1’'une des principales fonctions des bactéries lactiques, les
bactéries lactiques provenant des matieres premicres ou de I’environnement sont responsables de
la production d’acide lactique résultant de I’utilisation des hydrates de carbone. Dans la
fermentation homolactique, 1’acide lactique est le produit prépondérant (plus de 95%). Il
provient de la réduction de 1’acide pyruvique catalysée par lactate déshydrogénase. Cette activité
est faible chez le genre de Leuconostoc lorsqu’ils sont croitre a des base pH (Badis et al ., 2004).
4.2 Activité protéolytique

Les bactéries lactiques possedent des protéinases, des peptidase nécessaire a la

dégradation des protéines du lait en peptides et acides aminés. Ceux-ci peuvent alors étre
transformés 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
caractéristique du produit final (Chahbal et al ., 1991 et 1993).
4.3 Pouvoir aromatisant et pouvoir gazeux

Certaines BL sont capable de produire des composer d'aromes qui participent aux qualités
organoleptiques des beurres. La plupart des compos&s d'aromes sont issus du métabolisme du
citrate: 1'acétoine et le diacétyle sont les plus importants (Tamime, 1990).
4.4 Activité bactériostatique : production du bactériocines

Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens le plus souvent cationiques, modifiés
ou non post-traductionnellement, de masses moléculaires comprises entre 2 et 6 KDa (Heng et al
., 2007 in Makhloufi, 2011).Ces peptides antimicrobiennes sont synthétisés par un treés grand
nombre des souches de bactéries lactiques, ils sont généralement thermorésistantes actifs
uniquement sur les bactéries a Gram positif (Sutro et Federighi)

5. Levures et moisissures

Les levures et moisissures sont des cellules eucaryotes rattachées au regne végétal par leur
structure cellulaire. Regroupées sous le vocable de flore fongique, elles peuvent étre retrouvées
aussi bien dans le lait cru, le lait en poudre que dans tous les autres produits laitiers

(Abdessalam A. D, 1984).
5.1 Les levures

De forme arrondie ou ovale, volumineuses ou unicellulaires, les levures sont utiles en
industrie laitiere car elles peuvent servir comme agents d'aromatisation. Elles sont aérobies

facultatives et se développent en surface formant les boutons de nature mycélienne .Par contre,
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d'autres levures peuvent avoir des effets néfastes dans les aliments ; ce sont : Kluyveromyces
lacfis, Kluveromyces fragilis, Saccharomyces fragilis et Saccharomyces lactis. Les levures
supportent des pH de 3 a 8 avec un optimum de 4,5 a 6,), ce qui explique leur présence dans le
lait cru comme dans le lait Caillé. Elles entrainent des altérations rendant le produit final
répugnant: aspect trouble, odeurs désagréable, gonflement des produits ou de leur emballage
(Hicks et al ., 1985; Jooste et al., 1985 in Leveau et Bouix, 1993).
5.2 Les moisissures

Les moisissures sont en général plus complexes dans leur morphologie et dans leur mode
de reproduction. Elles se développent en surface ou dans les parties internes aérées. Elles
peuvent étre utiles ou indésirables en industrie alimentaire a partir du lactose; cette propriété leur
confere une utilité incontestable en fromagerie. C'est ainsi que Penicillium camemberti et
Penicillium roqueforti sont utilisées dans la fabrication de divers types de fromages (Hicks et al

., 1985; Jooste et al ., 1985 in Leveau et Bouix, 1993).
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Chapitre I11 Activité antimicrobienne des BL

Activité antimicrobienne des BL
1. Introduction

Les produits laitiers, en générale, comme le lait fermenté est les supports d'écosysteme dont
la composition évolue avec le temps .Les facteurs de sélection qui gouvernent cette évolution
sont générés par l'activité métabolique des micro-organismes eux-mémes. Ceux-ci, a instant
donné, créent a la fois les conditions de leur déclin et celle favorisant l'installation d'autres

groupes microbiens :

- Par la production des substances inhibitrices ou au contraire celles de facteur de croissance
- Par la modification de facteurs physico-chimique, dont le PH. (Leyral et Vierling ,2007).

2. Les substances antimicrobiennes

Les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites aux propriétés antimicrobiennes
tels que les acides organiques, le peroxyde d’hydrogene, le dioxyde de carbone, le diacétyle et

les bactériocines (Dortu et Thonart, 2009).
2.1 Les acides organiques

En général, 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 entrainer la mort de plusieurs bactéries, y compris les
ferments lactiques (Champagne et al ., 1992). Ainsi, les acides organiques ont différentes
actions telles qu'un excellent pouvoir bactéricide ou un effet bactériostatique contre les micro-

organismes pathogenes se trouvant dans le tube digestif (Jedidi, 2007).
2.2 Le peroxyde d’hydrogene

Les bactéries lactiques ne possedent pas de catalase typique contenant un noyau heéme pour
dégrader le peroxyde d’hydrogene en oxygene et en eau. Il peut s’accumuler et &tre inhibiteur de
différents micro-organismes par I’oxydation des lipides membranaires et la destruction des
structures des protéines cellulaires (Zalan et al ., 2005). Certaines bactéries lactiques peuvent
néanmoins se protéger contre le peroxyde d’hydrogene qu’elles produisent par la synthese de
catalase hexamerique ou métamérique contenant du manganese et qui sont parfois décrites

comme étant des pseudocatalases (Strus et al ., 2006).
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La concentration de peroxyde d’hydrogene produite par des Lactobacilles varie entre 0,001
et 8 mm, en fonction de I’espece, de la souche et des conditions de cultures (Sakamoto et al .,

1998; Kullisaar et al ., 2002; Zalan et al ., 2005;Strus et al ., 2006).

Son action se manifestera aussi bien sur les germes indésirables que sur ceux qui sont
indispensables au bon déroulement de la fermentation. Il est donc rarement utilisé pour son
activité inhibitrice. D’autre part, son action oxydante peut avoir un effet néfaste sur la santé

humaine (Zalan et al ., 2005).
2.3 Les bactériocines

Klaenhammer (1988) a défini les bactériocines comme des protéines, ou complexes de
protéines, avec une activité bactéricide contre des especes proches de la souche productrice.
Toutes les bactériocines produites par des bactéries lactiques décrites jusqu’a présent ont une
activité dirigée contre les bactéries Gram positif. Aucune bactériocine produite par des bactéries
lactiques avec une activité contre des bactéries Gram négatives n’a été décrite, la membrane
externe des bactéries Gram négatives ne permettant pas aux bactériocines d’atteindre la

membrane interne, siege de leur activité (Dortu et Thonart, 2009).

A 1a suite de leurs travaux sur les colicines (bactériocines de bactéries Gram négatif) (Tagg
et al ., 1976). Citent les criteres requis pour qu’une substance chimique soit dénommée

bactériocine :

La présence d’une partie biologiquement active de nature protéique.

Un spectre d’activité inhibitrice étroit et centré sur les especes homologues.

Un mode d’action bactéricide.

L’adsorption a des récepteurs spécifiques.
2.3.1 Classification des bactériocines

On trouve des souches productrices de bactériocines chez tous les genres de bactéries
lactiques. Le nombre de bactériocines de bactéries lactiques caractérisées a augmenté de facon

exponentielle au cours des dix dernieres années.
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Tableau 2 : Classification des bactériocines de bactéries lactiques (Luquet et Corrieu, 2005)

Classe Sous-catégorie

Classe I : ’antibiotique Type A : molécules linéaires

Type B : molécules globulaires

Classe 1I : bactériocines non-modifiées Classe : anti-listeria
Thermostables Classe : bactériocines a deux composants

Classe : autres bactériocines

Classe III : bactériocines de grande taille, sensibles a la chaleur.

3. L'activité antifongique des bactéries lactiques

Les moisissures constituent une flore d’altération naturellement présentes sur les aliments
tels que les produits laitiers, le fromage, le pain, les produits agricoles en stockage et les
ensilages (Bullerman 1977; Moon, 1983 ; Bonestroo ef al ., 1993 ; Filtenborg ef al ., 1996).
Les genres les plus courants sont Penicillium et Aspergillus sur le café, le cacao, I’arachide, les
fruits secs, les fruits frais, et les 1égumes et Fusarium sur les céréales (Filtenborg et al ., 1996 ;

Jefca, 2001).

L’idée de ID'utilisation des bactéries lactiques pour le controle de la croissance des
moisissures dans les aliments vient de la cohabitation entre bactéries et moisissures sur ces
aliments, mais aussi de la résistance croissante des moisissures aux antibiotiques .Ainsi certaines
souches de Penicillium, Saccharomyces et Zygosaccharomyces se développent bien en présence
de sorbate de potassium et de benzoate (Nielsen et Boer, 2000 ; Davidson, 2001). De plus le

nombre de moisissures dégradant le sorbate est sans cesse croissant (Nielsen et Boer, 2000).
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Matériel et Méthodes

1. L’enquéte
1.1 But de I’enquéte

Le but de cette enquéte est de prospecter la pratique traditionnelle du Dhan dans la wilaya

de Khenchela et la collecte des échantillons a analyser.
1.2 Matériel

Notre enquéte est fondée sur un questionnaire, réalisé auparavant sur le beurre traditionnel

Dhan. Le questionnaire utilisé est structuré comme suit (Annexe 1) :

- Identité des ménages : cette section nécessite la collecte des informations sur les personnes a

enquéter ; age, sexe, situation professionnelle et familial.

- Matiere premiére : cette partie vise a la description de la matiere premiere et les matériaux

utilisés, plus les origines et les sources des procédés.

- Préparation du Dhan : comprend des informations sur le traitement du beurre avant

fermentation et les processus de fermentation.
- Mode de conservation du Dhan : comprend les conditions de conservation du produit.

- Mode de consommation : cette section a pour but recueillir des informations sur la

consommation et les habitudes de 1’utilisation du Dhan.
1.3 Lieu et période de ’enquéte

Ce travail est réalisé au niveau de 6 communes de la wilaya de Khenchela : Khenchela,
Baghai, Manchar, M’toussa, Kais et Chechar connues par la consommation du Dhan. L’enquéte
est effectuée en mai 2017 durant 1 mois et cible les commergants des produits laitiers au niveau

des fermes et des communes citées.
2. Echantillonnage

Deux échantillons de Dhan, de trois jours et de six mois, sont collectés a partir d'une ferme dans
la commune de Baghai (wilaya de Khenchela). Les échantillons de Dhan transportés au
laboratoire de microbiologie de I'université, sont conservés a température au frais (4°C) jusqu’a

leur analyse.
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Figure 5 : Echantillons de Dhan : (a) de six mois, (b) de trois jours

3. Mesure du pH des échantillons

20 grammes de chaque échantillon de Dhan sont homogénéisés avec 180 ml d’eau peptonée
a 1%. Le pH des échantillons est déterminé directement en utilisant un pH-metre (Owusu-

Kwarteng, 2012).

4. Isolement des différentes flores

20 g de chaque échantillon (Dhan) sont ajoutés a 180 ml d’eau peptonée a 1%, et homogénéisés
pendants 45 min sur la plaque d’agitation .A partir de cette dilution 10_1, des dilutions décimales

2

(de 107 a 10_7), (annexe 13), sont préparées et pour chaque dilution un volume de 0,1 ml de la

suspension microbienne est étalé en surface des différents milieux.
4.1 Isolement des bactéries lactique

Les milieux utilisés sont le MRS et le M17 (annexes 5 et 6). Les dilutions sont réparties sur
la surface par rateau puis incubées a 30 °C dans les conditions d’anaérobie pendants 48—72h.

L’anaérobiose est crée par le biais d’une bougie.
4.2 Isolement des levures

L’isolement des levures est réalisé sur le milieu Sabouraud (annexe7) maintenue dans des

boites de pétri et réparties sur la surface par rateau puis incubées a 30 °C pendants 48—72h.
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4.3 Dénombrement de la flore totale aérobie mésophile (FTAM)

Le dénombrement de la FTAM est réalisé en mettant 1 ml de chaque dilution au centre de la
boite de pétri puis on a coulé environ 15 ml de la gélose PCA préalablement fondue et refroidie a
45°C. On a mélangé soigneusement 1’inoculum dans le milieu de culture et laissé les boites se
solidifier sur la palliasse puis en ajoute un couche tres mince de milieu PCA. La flore est
dénombrée apres 72 heures d’incubation a 30°C (GUIRAUD, 1998).

5. Identification des bactéries lactiques

Sur chacune des boites servant aux dénombrements, nous classons les colonies en catégories
selon leur aspect macroscopique. Dans chaque catégorie, nous choisissons aléatoirement une
colonie supposée représentative parmi celles, observées pour réaliser les premiers tests
d’orientation. L’identification des souches a été basée sur la détermination des caracteres

morphologiques et biochimiques (Lamouliatte ef al ., 1992 ; Mégraud, 1994).
5.1 Caractere morphologiques
5.1.1 Examen macroscopique

Une observation macroscopique permet de décrire 1’aspect des colonies, obtenues sur

milieu solide (taille, aspect, pigmentation, viscosité et contour).
5.1.2 Examen microscopique

L’observation microscopique au grossissement (G x100) permet de classer les bactéries

selon leur mode d’association, leur Gram et leur morphologie cellulaire (Joffin et Leyral, 1996)
a) Etat frais

Pour vérifier la forme et la mobilité, une lame additionnée d’une goutte de chaque

suspension bactérienne est observée au microscope.
b) Coloration de Gram
La coloration de Gram a été effectuée selon le protocole décriten (annexe 2).
5.2 Les caracteres biochimiques
5.2.1 Test de catalase

Chez les bactéries douées d’un métabolisme oxydatif, le systéme respiratoire compte
parmi d’autres enzymes une catalase, celle-ci décompose 1’eau oxygénée selon la réaction

suivante :
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2 H202 Catalase 2H20 + 02

La méthode de recherche de la catalase consiste a étaler une colonie sur une lame de verre sur
laquelle on ajoute une goutte de H202 a 10 volumes. Un dégagement gazeux abondant traduit la

décomposition de I’eau oxygénée sous I’action de I’enzyme a tester (Guiraud, 2003).
5.2.2 Le type fermentaire

Ce test permet de discriminer les isolats lactiques homofermentaires des
hétérofermentaires. Il consiste a mettre en évidence la production de gaz (CO2) .La culture des
isolats est faite sur bouillon MRS (annexe 8). Apres incubation a 30°C pendant 24 a 48 heures, la
production de CO2 se traduit par une présence de gaz par agitation manuelle (Holzapfel et

Gerber, 1983 ; Miiller, 1990 ; Carr et al ., 2002).
5.2.3 Croissance en présence de NaCl

La méthode implique a ensemencer des bouillons hypersalés a concentrations finales en
NaCl de 18% et 6,5% par des cultures jeunes. Apres incubation a 30°C pendant 24 a 72 h,
I’aptitude a croitre sur ces milieux se traduit par ’apparition d’un trouble. La croissance est
appréciée par examen des milieux de culture et par comparaison avec un tube témoin (Sherman,

1937 ; Carr et al ., 2002 ; Axelsson, 2012).
5.2.4 Test des températures de croissance

11 est effectué par ensemencement d'une culture pure de deux séries de bouillons MRS. La
premiere série est incubée a 10°C pendant 24h a 48h et la seconde a 45°C pendant 24 a 48
heures. La turbidité des tubes ensemencés est comparée a un tube témoin non ensemencé et
incubé dans les mémes conditions. Ce test permet de distinguer les bactéries lactiques

mésophiles des thermophiles. (Carr et al., 2002 ; Badis et al ., 2004).
5.2.5 Croissance a pH 4,4 et 9,6

La méthode consiste sur bouillons hyperacide (pH 4,4) et hyperalcalin (pH 9,6). Apres
une incubation a 30°C pendant 24 a 72 heures, la croissance de ces bactéries se manifeste par un
trouble du milieu en comparaison avec un tube de milieu de culture non ensemencé incubé a la

méme température (Carr et al ., 2002 ;Mathara et al ., 2004).
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6. L’activité antifongique

Dans cette partie, les isolats sélectionnées sont testés contres 4 souches fongiques
mentionnées dans le tableau 3. Ces dernieres font parties des moisissures d’altération et de

production de mycotoxines.

Pour étudier I’activité antifongique des isolats sélectionnés, la méthode décrite par (C.le
lay et al ., 2016) a été adoptée. Les isolats sont mis en culture dans le milieu MRS pendant 24 h
a 30°C. Les cultures fraiches (200ul) sont ensemencées en profondeur dans le milieu WFH
(annexe 11). Les boites sont incubées pendant 24-48 h a 30°C en aérobiose. Les géloses
ensemencées, par touche au centre, de la moisissure test préalablement repiqués sur milieu PDA.
Les boites sont ensuite incubées pendant 3 a 5 jours a température ambiante. L’activité est
estimée par 1’observation de I’absence de croissance des moisissures testées ou par 1’inhibition

de ces dernieres.

Tableau 3 : Les souches fongiques testées

Cible Référence

Aspergillus flavus UBOCC-A-106028

Aspergillus. sp 2

. Ce sont des souches de la contamination
Aspergillus. sp 3

trouvées dans les isolements

Alternaria. sp
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Résultats et Discussions

La présente partie regroupe toutes les informations relatives a la caractérisation du Dhan
selon les résultats d’une enquéte réalisée dans la zone des Chaouia. Ses principaux objectifs sont
la délimitation géographique de la zone de fabrication du Dhan et la collecte d’un maximum

d’informations sur cette pratique traditionnel avec un échantillon de familles.
1. Les résultats de I’enquéte

Les personnes questionnées sont des sexes masculin et féminin, appartenant a une tranche
d’age comprise entre 21 et 83. Les résultats de 1’investigation sont résumés dans les tableaux 4

et les figure 6, 7, 8 ,9.

Tableau 4 : Effectifs des personnes questionnées

Wilaya Commune | L’age Zone Zone A B C Totale
urbaine | rurale

Khenchela | Baghai 23283 |00 20 20 20 00 20
M’toussa | 35270 |06 16 22 14 08 22
Manchar | 35258 |00 20 20 20 00 20
Checher 55a70 |02 02 04 03 01 04
Kais 48a63 |09 02 11 06 05 11
Khenchela | 21 283 |23 00 23 13 10 23

Totale 100

A : Les personnes qui connaissent le Dhan
B : Les personnes qui fabriquent le Dhan
C : Les personnes qui achetent le Dhan en vente
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Figure 6 : Répartition des enquétés, par communes, selon la connaissance ou non de la pratique

de Dhan

D'apres la figure 6, nous remarquons que la majorité (plus de la moiti€) des participants

fabrique le Dhan a la maison, les autres achetent le produit. La fabrication du Dhan se concentre

dans la région des Chaouias. Cette pratique traditionnelle est transmise de génération en

génération. La fabrication d Dhan est tres répandue dans les communes de Baghay, Manchar et

M’toussa.
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Figure 7 : Répartition des enquétés par zones urbaines et rurales
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Figure 8 : Répartition, par commune, des types des laits utilisés dans la fabrication

Nos résultats montrent que, 71% des personnes fabriquent le Dhan avec le lait de vache, 16%
le lait de chevre et 13 % peuvent mélanger les deux types de lait. En se rapportant aux
déclarations des familles, le lait de vache est de plus en plus utilisé, vue sa disponibilité. Le lait
de vache est surtout utilisé en zones rurale. Toutes les informations sur le type de lait utilisé, par
les enquétées des différentes communes, montrent qu’il dépend du type de 1’élevage pratiqué par

les familles.
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Figure 9 : Répartition des enquétes selon I’origine de la matiere premiere
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Selon la figure N°8, 92% des personnes, soit la majorité, préferent le beurre non pasteurisé

au beurre pasteurisé dans la fabrication de Dhan.
1.1 Description du procede

Les résultats de 1’enquéte, nous ont permis d’établir le diagramme de fabrication le plus
répondu parmi les populations questionnées. Chez toutes les familles qui connaissent et
fabriquent le Dhan, la fabrication du beurre commence par la préparation de la maticre
premiere. Tout d’abord, le lait est laissé a température ambiante 24 a 72 h jusqu'a ce qu’il
s’acidifie. Une agitation manuelle de 45 min est utilisée dans une peau de chevre jusqu'a la
séparation de la creme du lait écrémé. Elle est obtenue par barattage de la creme du lait. Le
beurre est fabriqué a partir de la créme (le barattage) par le biais de la Chakoua. A la fin du
barattage une quantité limitée d’eau chaude ou froide est ajoutée pour ramener la température de

I’ensemble a un niveau convenable au rassemblement des grains de beurre (figure 10).
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Figure 10: Diagramme de la fabrication de Dhan
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2. Dénombrement des différentes flores
Les dénombrements, des FTAM sur milieu PCA, de la flore lactique sur milieu M17 et MRS, et

des levures sur milieu Sabouraud sont présentés dans le tableau 5 :

Tableau 5: Dénombrements exprimés en UFC/g

Echantillons Milieux
MRS M17 PCA Sabouraud
2.09x10° 2.97x 100 1.89x10° 8.5x10°
E1 (o1 52720005
5 5 5 4
E2 (oH 5485:0.044) 5.8x 10 2x10 3.1x10 9x10

Les résultats de mesure du pH montrent que le Dhan possede un pH moyen de 5,378 .
0,150. Certaines normes frangaises imposent généralement un pH inférieur a 4,5 ou 4,6 pour le
lait fermenté (Luquet et Corrieu., 1998). Selon les travaux de Belyagoubi et Abdelouahid
(2013) le pH de Dhan wilaya de Laghouat a une valeur de 4,71. La différence des valeurs du pH
de Dhan par rapport aux autres produits est probablement due a la méthode de préparation, au
type de lait, a la date de préparation ou au type d’alimentation donnée aux animaux (Ouadghiri.,

2009).
Le dénombrement de la FTAM montre que le Dhan de nos échantillons possede une

charge microbienne moyenne de 2.2X106UFC/g, Cette valeur est relativement inferieure aux

résultats mentionnés par Belyagoubi et Abdelouahid (2013) ou le Dhan de la wilaya de

Laghouat possede une FTAM de 4x107 UFC/g. Par ailleurs, la FTAM de nos échantillons,
témoignent d’une bonne qualité marchande avec un indice de qualit¢ marchande inferieur 108

UFC/g (Bonnefoy et al.,2002).
Dans la présente étude, les échantillons de Dhan possedent une charge moyenne de

bactéries lactiques égale a 2.67x106UFC/g sur le milieu MRS et de 3.17x106 UFC/g sur milieu
M17. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par de nombreux auteurs, qui ont montré
que 1’écosysteme de ce type de beurre traditionnel ou de produits similaires, est dominé par la

flore lactique indigene. Belyagoubi et Abdelouahid (2013) ont trouvés que la Zebda de la
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5

région d’Adrar a une charge bactérienne de 5x10% et de 2.4 x10 UFC/g sur les milieux MRS et

M17 respectivement.

Le dénombrement des levures sur milieu Sabouraud montre que les deux échantillons de

Dhan possedent une charge moyenne de 9.4X105UFC/g. Les levures présentes dans cet

écosystéme peuvent appartenir soit au macrobiote fermentaire ou a la flore d’altération, a 1’instar

de I’espece Rhodotorula mucilaginosa.

Figure 11: Caractéristiques microscopiques et macroscopiques des levures sur milieu

Sabouraud : (A) ; Echantillon 1, (B) ; Echantillon 2. (C) ; observation microscopique Gr x 40
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3. L’identification macroscopique et microscopique des isolats lactiques

Les tests macroscopiques et microscopiques de la flore lactique isolée a partir des
échantillons de Dhan nous ont permis de sélectionner 14 isolats, présentant des caracteres

similaires aux bactéries lactiques (Gram+, catalase-) (figure 12 et tableau 6).

Figure 12: Caractéristiques microscopiques et macroscopiques des isolats. (A) : coques a Gram

+ Gr x 100, (B) : aspect et couleur des colonies sur M17, (C) : aspect et couleur des colonies sur

MRS agar, (D) : aspect des cultures bouillon MRS.
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Tableau 6 : Les Caractéristiques macroscopiques et microscopiques des 14 isolats sélectionnés

Isolats Caractéristiques macroscopiques Caractéristiques macroscopiques
Aspect et couleur de  Aspect de la culture en bouillon Gram Forme Des Catalase
la colonie Cellules

BL1 Crémeuse, plate Petit culot + trouble Claire + Coque -

BL2 Blanche, bombée Culot moyen+ trouble intense + Coque -

BL3 Crémeuse, blanche Culot moyen+ trouble intense + Bacille -

BL4 Crémeuse, blanche Culot moyen+ trouble 1éger + Coque -

BLS Petite, transparente Culot moyen+ trouble 1éger + Coque -

BL6 Plate, blanche Petit culot + trouble Claire + Coque -

BL7 Blanche,bombée Petit culot + trouble 1éger + Coque -

BLS8 Petite, blanche Culot moyen + trouble intense + Coque -

BL9 Petite, blanche Petit culot + trouble 1éger + Bacille -

BL10 Crémeuse, plate Petit culot + trouble Claire + Coque -

BL11 Blanche, bombée Culot moyen+ trouble intense + Coccobacilles -

BL12 Petite, transparente Culot moyen+ trouble intense + Coque -

BL13 Blanche, bombée Culot moyen + trouble 1éger + Bacille -

BL14 Crémeuse, plate Petit Culot + trouble Claire + Coque -

+ : Teste positive ;- : Teste négative
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4. Identification partielle des bactéries lactiques

10 isolats sur les 14 présélectionnés sont retenus pour 1’identification partielle. Les résultats de

la caractérisation biochimique sont mentionnés dans le tableau 7.

Tableau 7: Tests biochimiques de 1’identification partielle des 10 isolats sélectionnés

Isolat Co2 NaCl PH Température
18% 6.5% 4,4 9,6 10°C  45°C
BL1 - - + + + T T
BL2 - - - - + - +
BL3 - - - - - , +
BL4 + - + - - - +
BL5 - - + + + + "
BL6 + - + + + + B}
BL7 - - - - - B} "
BLS + - + - - + B}
BL9 - - - - - , +
BL10 - + - + + - +

+ Croissance ; - pas de croissance

En se basant sur les différentes caractéristiques des bactéries lactiques mentionnées par
Axelsson (2005), les résultats des tests de I’identification partielle de la flore lactique du
Dhan traditionnel, nous avons permet de réparti les 10 isolats lactiques peuvent Etre
apparentées probablement au 6 genres : Lactococcus sp, Leuconostoc sp, et Lactobacillus sp,

Enterococcus sp , Streptococcus sp et Pediococcus sp (tableau 8).
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Tableau 8: Résultats de 1’identification partielle des 10 isolats

Lactobacillus. Enteroco Lactococcus  Leuconostoc .sp Streptococcus  Pediococcus.

sp ccus. sp . Sp .Sp Sp
BL3 BL1 BL9 BL4 BL2 BL10
BL7 BLS BL6

BLS

Les tests de caractérisations préliminaires ont démontré que, tous ces isolats a Gram
positif et catalase négative se répartissent comme suit : 8 coques, 2 bacilles, avec différents
modes d’associations. Ces résultats sont en accord avec des études sur la flore lactique de
Dhan, ou les coques sont décris comme étant les plus dominants dans ce type de beurre
traditionnel. Notre identification présomptive des genres des 10 isolats concorde également avec
les genres lactiques décrits dans des produits laitiers fermentés ou les genres de Lactobacillus,
Leuconostoc, Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus et Enterococcus sont fréquemment
isolés, en association ou non, a partir de ces beurres traditionnels (Aissaoui ef al ., 2011, 2012,

2014 ; Bouadjaib ,2013 ; Abid , 2015).
5. L’activité antifongique

L’ensemble des résultats de 1’activité antifongique est résumé dans le tableau 10 et la figure
14. Dans la présente étude, 2 isolats sur un total de 10 isolats de BL testées (1-4) ont montré une
activité antifongique. Cependant les autres isolats ont une faible activité antifongique contre
Aspergillus flavus, Aspergillus sp2. et Altarnaria sp. Yousef, et al.,(2007) et Belal ef al.,(2011),
ont rapportés des résultats similaires aux notre. Ils ont trouvé que des isolats du genre
Leuconostoc sp possédaient une activité contre Aspergillus sp3 et Altarnaria sp. 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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Tableau9: Résultat de I’activité antifongique

Isolats Identification Aspergillus flavus Aspergillus sp2 Aspergillus sp3 Altarnaria sp
BL1 Enterococcus sp - - ++ -
BL2 Streptococcus sp - - - -
BL3 Lactobacillus sp - - - -
BL4 Leuconostoc sp - - + ++
BLS Enterococcus sp - - - -
BL6 Leuconostoc sp - - - -
BL7 Lactobacillus sp - - - -
BLS Leuconostoc sp - - - -
BL9 Lactococcus sp - - - -
BL10 Pediococcus sp - - - -

- Pas d’inhibition, + inhibition partiel, ++inhibition totale
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\
BL1 ' BL2

Aspergillus sp3

Figure 13 : Antagonisme vis a vis d’Aspergillus flavus, d’Aspergillus. sp2, d’Aspergillus .sp3 et
d’Alternaria. sp
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Conclusion

Conclusion

L’objectif principal de notre travail est de caractériser le microbiote d’échantillons de beurre
traditionnels Dhan produit localement. Nous avons effectué une enquéte sur les méthodes de
fabrication et de conservation traditionnelles de Dhan algérien. La majorité des questionnés,
fabrique le Dhan a la maison les autres achetent le produit. La fabrication du Dhan se concentre
dans la région des Chaouias. Cette pratique traditionnelle est transmise de génération en
génération. La fabrication de Dhan est tres répandue dans les communes de Baghay, Manchar,
et M’toussa. Nos résultats montrent que, 71% des personnes fabriquent le Dhan en utilisant lait
de vache, 16% le lait de chevre et 13 % peuvent mélanger les deux types de lait a la fabrication.
En se rapportant aux déclarations des familles, le lait de vache est de plus en plus utilisé, vue sa
disponibilité.

Le dénombrement de la FTAM montre que le Dhan de nos échantillons possede une charge

microbienne moyenne de 2.2x106UFC/g, Cette valeur de FTAM témoigne d’une bonne qualité
marchande avec un indice de qualité marchande inferieur 10° UFC/g. D’autre part, les

échantillons de Dhan possedent une charge moyenne de bactéries lactiques égale

a 2.67XIO6UFC/g sur le milieu MRS et de 3.17)(106 UFC/g sur milieu M17. Ces résultats sont
en accord avec ceux rapportés par de nombreux auteurs, qui ont montré que I’écosysteme de ce
type de beurre traditionnel ou de produits similaires, est dominé par la flore lactique indigene.

Le dénombrement des levures sur milieu Sabouraud montre que les deux échantillons de Dhan

possedent une charge moyenne de 9.4X1()5UFC/g. Les levures présentes dans cet écosysteme
peuvent appartenir soit au macrobiote fermentaire ou a la flore d’altération, a ’instar de ’espece

Rhodotorula mucilaginosa.

La microflore dominante de Dhan, est formée essentiellement de BL. Les tests
macroscopiques et microscopiques de la flore lactique du Dhan nous ont permis de sélectionner
14 isolats, présentant des caracteres similaires aux bactéries lactiques (Gram positif, catalase
négative). 10 isolats sur les 14 présélectionnés sont retenus pour I’identification et la
caractérisation partielle en utilisant différents test phénotypiques et biochimiques. En
comparant avec les résultats des tests de 1’identification partielle de la flore lactique du Dhan les
10 isolats lactiques sont assignés aux genres : Lactococcus, Leuconostoc, et Lactobacillus,
Enterococcus, Streptococcus et Pediococcus. Dans la présente étude 2 isolats sur un total de 10
isolats de BL testées (BL1-BL4) ont montré une activité antifongique contre Aspergillus flavus,

Aspergillus sp2 et Altarnaria sp.
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Conclusion

En termes de perspectives, ce travail mériterait d’€tre complété par plus de recherches sur
le microbiote du Dhan fabriqué avec d’autres types de lait (chevre, brebis ou le mélange). 1l

serait également intéressant d’étudier les propriétés technologiques des BL isolées afin de

sélectionner les meilleurs starters.
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Résumés

Résumé

L'Algérie se caractérise, comme le reste du monde, par des produits alimentaires de terroir tres
variés. Le lait est habituellement transformé en produits laitiers, par des méthodes
traditionnelles, en L'ben, beurre cru (Zebda ou Dhan), fromage traditionnel Klila, Bouhezza et
autres. Ce travail nous a permis d’étudier la qualit¢ microbiologique de deux échantillons de
Dhan préparés a partir de lait cru de vache au niveau du la wilaya de Khenchela. Nous avons
effectué une enquéte sur les méthodes de fabrication et de conservation traditionnelles de
Dhan algérien (beurre fermenté). Des dénombrements de la flore mésophile totale, de la flore
lactique et des levures ont été effectués. L’identification préliminaire, de 10 isolats lactiques
sélectionnés, basée sur 1’étude macroscopique, microscopique ainsi que les tests biochimiques
a révélé que les isolats appartiennent aux genres Lactococcus Leuconostoc Lactobacillus
Enterococcus, Streptococcus et Pediococcus. L’étude de ’activité antifongique des 10 isolats
sélectionnés, contre les souches fongiques ; Aspergillus flavus, Aspergillus sp2, Aspergillus
sp3 et Altarnaria sp a montré que 2 isolats exercent un antagonisme contre les champignons
testés. La présente étude, nous a permis d’avoir une idée sur la composition de la flore
microbiologique de ce produit laitier traditionnel. Les résultats obtenus montrent que nos
produis laitiers traditionnels constituent une source intéressante de flore fermentaire qui mérite

d’étre valoriser et a exploiter.

Mots clés : Dhan, Bactéries lactique, antagonisme, levure.
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Résumés

Abstract

Contribution to the characterization of the lactic flora of traditional Dhan butter

Algeria, like the rest of the world, is characterized by a variety of local food products.
Milk is usually processed into dairy products, by traditional methods, in L’ben, raw butter
(Zebda or Dhan), Klila, Bouhezza and others. This work has allowed us to study the
microbiological quality of two samples of Dhan that was prepared from raw cow milk in
Khenchela’s Wilaya. We have conducted a survey on the traditional methods of making and
preserving Algerian Dhan (Fermented butter). Counting of the total mesophilic flora, lactic
flora and yeasts that they were carried out. Preliminary identification of 10 selected lactic
isolates based on macroscopic, microscopic and biochemical tests revealed that the isolates
belong to the Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus and
Pediococcus genera. The study of the antifungal activity of the 10 selected isolates against the
fungal strains; Aspergillus flavus, Aspergillus sp2, Aspergillus sp3 and Altarnaria sp has
showed that 2 isolates exert an antagonism against the tested fungi. This study has given us an
idea of the composition of the microbiological flora of this traditional dairy product. The
results have show that our traditional dairy products are an interesting source of fermented

flora that deserves to be valued and to be exploited.

Key words: Dhan, Lactic acid bacteria, Antagonism, Yeast.
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Annexe(1 : Questionnaire élaborée par Bousekine Rania dans le cadre de la réalisation de sa

thése de Doctorat sur le Dhan a 1’université des Fréres Mentouri (Constantine). Institut de la

Nutrition, de 1’ Alimentation et des Technologies Agro-alimentaires.

Questionnaire sur le procédé de fabrication de D han traditionnel

Questionnaire n°:

2017.

Lieu de I’enquéte...............

Dates:........ /.

|

..... /

Dans le cadre de ma these de doctorat, j'effectue une enquéte sur les méthodes de

fabrication et de conservation traditionnelles de D 'han Algérien (beurre fermenté), voulez-

vous collaborer a enrichir ce travail en répandant au questionnaire suivant ?

Nous demandons de bien vouloir répondre a toutes les questions suivantes ; vos réponses

seront un élément essentiel a la réussite cette étude.

I

Identité des ménages
Age:.......... ans
Sexe : Féminin [ ] Masculin [
Lieu de résidence : Wilaya..................... Commune..........ccceeeveeeencieeenireennennn
Région : Urbaine [] Rurale 1
Etes- vous originaire de la région ? Oui [] Non 1

Situation familiale : Célibataire [ 1  Marié(e) [ ] divorcé(e) [ ] Veuf (ve) [ ]

Qi - Connaissez-vous D 'han traditionnel ? Oui [] Non ]
Q2- Fabriquez-vous ce produit actuellement ? Oui [ 1 Non ]
Si Non : achetez-vous le D ’han pré a ’emploi ? Oui [ Non [

Q3- Quel est le nom de produit selon votre région ?..........c...........

Q4- Utilisez-vous ce produit ? Oui [] Non ]
Si oui, quel est le type de D’han ? Chevre [1 Vache [ ] brebis [ 1 camelin Autre

I1. Matiére premiere

II.1 Origine de la matiére premiere

Q5 - Quelle matiere premiere utilisez-vous ?

Beurre fermier 1 Beurre L1 pasteurisé [IMargarine [ Autre

L]

QO6- Le beurre utilisé est-il préparé a la maison ? Oui [1] Non [

» Sinon, citez la source | |

* Sioui
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Q7- Quel est le type de lait utilisé pour sa préparation ?

Cru [_] Pasteurisé / stérilisé [_|Reconstitué [_] Autres |

Q7 -1- quelle est I’origine de ce lait ?
Vache L1 BrebisL_1 Chevre [_1 Camelin [_1Mélange (Citer) |
Q7-2- Le lait utilisé a-t-il subit un traitement thermique ? Oui L1 Non [

I1.2. Préparation de la matiere premiere

Qs - Quelles sont les conditions de la coagulation de lait ?

B 1S 111 01O PSPPSR PSP URPPPPROPN
TRIMPETALUTE: ..evuvtieiiieiitie ettt ettt ettt ettt e ettt e et e e e bt e e e bt e e eabaeesabbeesabaeesabeeesabeeesabeessbeesnseesasseesnseenas
Q9- Ajoutez-vous des additifs pour favoriser la coagulation ou la fermentation ?

Oui [ Non []

Si oui, citez-les?

Q10- Quel est I’outil utilisé pour le barattage

Q13- Le beurre préparé, est-il utilisé immédiatement pour la préparation de Dhan?
Oui [ Non 1]
* Sinon: pour quoi?
: Citez la durée, et la température de
CONSEIVALION. ...ttt ettt
II1. Préparation de D ’han
ITL.1. Traitement de beurre avant fermentation :
Q14- Est-ce que le beurre est lavé avant préparation de D "han ? Oui [ ]
Non
ST OUL POUT QUOT 7 ..eeieiiiieeiiieeeite ettt et e et e et e e et e e st eesatteesasaeessseeesseeessseeanssaeansseesnsseesnsseesnseeennseeennses
Q15- est ce que le beurre subit d’un traitement thermique avant la fermentation ? Oui [_] Non []
* Si oui, citez le couple :
B 1S 111 01 O TSP PP P P PP UPPPPRUON
TEMPETALUTE: ....eeiiiiiiieeeiiit ettt ettt e e e sttt e e e bt e e e e sttt eeeseaabteeeeaanbaeeesnsbaeesenssaeeeennnbaeessnnsees
* Sinon, Malaxez-vous le beurre avant fermentation ? Oui [ ]
Non

® ST OUL, POUL QUOT 7 .eiiiiieiiieeeiite ettt ettt ettt e st e sttt e s bt e e s st eeesabeeesabeeebbeeenbbeesabbeesnbbeesabeeenaneennns
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Q16- Ajoutez-vous des ingrédients au beurre ?

Si oui, citez le type et la quantité, et le moment

Q17- Selon vous, pourquoi vous les ajoutez ?

Q18- Complétez le tableau suivant :

Beurre subit un traitement [Beurre subit d’'un malaxage
thermique
Quantité de beurre | e
Eléments éliminés e
Avant :.......... /Apres : Avant : ........... /Apres :
-Quantité de sel -Moment d’ajout
-Autres ingrédients -Moment d’ajout | Avant: .......... /Apres : Avant : ........... /Apres :

II1.2. Processus de fermentation

Q19- La fermentation se déroule dans un récipient en : Verre []céramique [] plastique[] Autre []
= POUIQUOI .

Q2 0- Fermez-vous le récipient ? Oui [J Non[l

POUIQUOI. ... e

Q21- Quels sont les conditions de fermentation ?

- A Tlobscurité ] alalumiere []

= PoUr QUOT 7.
- Ladurée : e
- Température @ ........cccooviiiiiiiiiieee e

Q22- Quelle est la méthode utilisée pour la récupération de D 'han?

- S’il subit d’un traitement thermique, citez la durée et la température : ...................
Q23- Est ce qu’il y a des parties qui sont éliminées ? Oui [ Non [l

= ST OUL QUELS SOME...eiiiiiiiieiieiieeeieete ettt sttt sttt e sbee s e e s e nenes

- Vous les utilisez pour autres CHOSES 7......cccuiieiiieiiiiiiiieeeieeeieeerite e

VI. Mode de conservation de D ’han
Q24- D’han se conserve dans un récipient en :
Verre [ céramique [1 plastique [] Autre []

= POUIQUOT et s
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Q25- Quelles sont les conditions de conservation ?

I N <1110 15 21111 (SRR PSPRRRPPRPP
I N =) 111 PP PRPRRRPPRPR
= ABTALION ..ttt e sttt neees
= BNAIOIE ¢ e

Q26- Donnez une description du produit prét a I’utilisation ?

0T ettt et e et e ettt e et e e et e st eesenteesbeees
I o111 1<) U ) TP RTPTTPPPPRR
I o 16 (< 11 PR ETRTTPPPPRR

V. Mode de conservation de D ’han
Q27- Quelles sont les problemes rencontrés lors de la préparation et/ou la conservation ?

Q28- D ’han est consommé :

Ajouté dans les plats traditionnels [ Autres |

Q29- Le but d’utilisation de D ’han est :

- Améliorer le goft ]
- Apporter plus d’ardmes L]
- Améliorer la qualité nutritionnelle [
- Autre I |
Q30- Ce produit traditionnel (D ’han) est-il commercialisé ? Oui ] Non ]
S, OUL PAT QUI 7 ettt ettt e e et e e st e e s bt e e s sbeeesabeeesabeeesaseessaseeas

Citez la source de provisionnement

Voila a la fin du questionnaire, nous vous remercions d’y avoir répondu.
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Résumé

L'Algérie se caractérise, comme le reste du monde, par des produits alimentaires de terroir tres
variés. Le lait est habituellement transformé en produits laitiers, par des méthodes traditionnelles,
en L'ben, beurre cru (Zebda ou Dhan), fromage traditionnel Klila, Bouhezza et autres. Ce travail
nous a permis d’étudier la qualité microbiologique de deux échantillons de Dhan préparés a partir
de lait cru de vache au niveau du la wilaya de Khenchela. Nous avons effectué une enquéte sur
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isolats exercent un antagonisme contre les champignons testés. La présente étude, nous a permis
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Annexe 02: Coloration de Gram
1- Déposer une goutte d’eau physiologique stérile sur une lame bien propre

2- Prélever un échantillon de colonie et mélanger avec la goutte d’eau, strier et sécher par
passage rapide sur la flamme d’un bec benzéne

3- Couvrir le frottis par du cristal violet pendant 60 secondes
4- Laver I’exces du colorant avec de I’eau distillée

5- Couvrir de lugol pendant 30 secondes

6- Laver a I’eau distillée pendant 5 secondes

7- Rincer immédiatement le frottis avec le mélange alcool - acétone en inclinant la lame et par
goutte a goutte jusqu’a disparition compléte de la coloration violette

8- Laver a I’eau distillée pendant 5 secondes

9- Couvrir avec de la fuschine pendant 15 secondes

10- Laver a I’eau distillée pendant 10 secondes

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

rosatres.

Annexe 03: L’eau Peptonée
1000 ml de I’eau physiologique stérile (0,9% de NaCl,) additionnée de peptone (0.1%,)
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Annexe 04: Eau physiologique

Eau distillée.......1000ml

Annexe05 : Le milieu MRS (milieu de Man, Rogosa et Sharpe)

Peptone UNIVErSEl .......cc.ieiie e e e e 10g/1
Extrait de Viande.........ooooiiiiiii i, 5¢g/1
EXtrait de leVUre. .. ..., 5¢g/1
D(F)GIUCOSE. ..ttt e 20g/1
Citrate  d’ammoniUm..........c.oiiiiiiece e 29/l
Acétate de  SOdIUM.... oo e 5¢g/1
Sulfate de mMagnESIUM.......ccovviri i e e, 0.1g/1
Sulfate de ManNganEse..........ccvveveiiiiiiieie e e een 0.05¢g/I
Phosphate dipotassique d'hydrogéne............ccoevvviiiiiiinnnnnn, 29/l
AL . e 12g/1

Le pH final de ce milieu est de 6,5 £ 0.2 & 37°C. L’autoclavage
al21°C pendant 15 min.
Annexe 06 : Milieu M17

Extraitde levure. .. .. ..o e, 2.5¢/1
Extrait de VIande. ... ..o e 5¢/1
Peptone de Casine.......c.uveeuiirie et e e e 2.5¢/1
Glycérophosphate SOdIQUE. ........ovevee v e e, 19¢/1
Peptone de SOJa.......cvviriie it ee e e 5¢/1
[ o1 01 PP 5g/l
Peptone de viande..........cooviiiiiiiiii e, o259/
ACIde aSCOTDIUE. .. ... et 0.5¢/1

Sulfate de magnésium.............covevvvivievisiererene e sese e 0.20/1
AN . e 12.75/1
Le pH final de ce milieu est de 6,9 + 0.2 & 25°C.

L autoclavage a 121°C pendant 15 min.

Annexe07 : Sabouraud
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Le pH =5.6

Annexe 08 : MRS Bouillon

Extrait de Viande .............cocoooviiiiiiiiie e, 8g/l
EXtrait de JeVUIE ....ovoeieicee e 4g/l
=T o] (0] -SSR 10g/1
GIUCOSE ...t e 209/1
Aceétate de sodium tri hydrate ..........c.coocevniviienieneiiiinie e, 5q/l
Citrate d’ammOniUM...........ccoviiirninreee s 29/l
TWEEN 80 ...t 1ml/1
Hydrogénophosphate de potassium ..........cccoceeevveiievnieiennnn, 2,09/l
Sulfate de magnésium heptahydraté ...............ccooevviinnns 0,24/l
Sulfate de manganése tétrahydraté .............cccoeveveveveeiicieennenn, 0,059/l
pH =6.2

Annexe 09 : PCA

TIYPLONE. . e 6,09
EXtrait de leVUre... ..o e 259
GlUCOSE. .. et e e e e e e e e e 1,09
0 - TP 15,09
Lreau distillée ..o 1L
pH=7

Annexe 10: milieu PDA

0 L e o =T o - 100 g
AT e 10g
GlUCOSE. . et e e e e e ——— 109
Bau distillé. ... 5001
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Annexe 11: milieu WFH
= - 24 0.0 [0

FrUCTOSE. ..ot e 15¢g
SACCNAIOSE. .. .. ettt 15¢
L 01 15¢
L’ extrait de [eVUIe. ... e e e e e e e 10g
N - PP 079

Lreau distillée......oon e e e 1000m
PH=5.

Annexe 12: La jarre d’anaérobiose

Annexe 13: Les souches fongiques

(A) Aspergillus flavus (B) les souches de la contamination
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