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Résume

Résumé

Les aliments fermentés traditionnels occupent une place primordiale dans 1’alimentation de
nombreuses populations. IlIs participent également a 1’identité culturelle, car ils sont souvent
liés a de trés anciennes habitudes et pratiques alimentaires traditionnelles. L'Algérie se
caractérise, comme le reste du monde, par des produits alimentaires de terroir trésvariés. Le lait
est habituellement transformé en produits laitiers, par des méthodes traditionnelles,en L'ben,
beurre cru (zebda, smen ou dhan), klila, bouhezza et autres. Dans la présente étude, nous nous
sommes intéressés au propriétés antifongiques et lipolytiques des bactéries lactiques et des
levures isolées a partir de 4 échantillons de smen de lait de chévre commercialisés au niveau de
la wilaya de Khenchela. Sur la base de I’apparence macroscopique, 13 isolats ont été
présélectionnés comme bactéries lactiques,14 comme levures, et 2 comme champignons
filamenteux. L’identification et la caractérisation partielles, nous ont permis de sélectionner 20
isolats: 4 bactéries lactiques (BL2, BL5, BL9 et BL10), 14 levures (de L1 a L14) et 02
moisissures(Penicillium sp. (1) et Pénicillium sp. (2)). L’évaluation du pouvoir antifongique des
4 BL retenues a 1’égard de trois souches fongiques ; Aspergillus flavus (UBOCC-A-106028),
Pénicillium sp. (1) et Pénicillium sp. (2), a montré que BL2, BL5 et BL10 ont la capacité
d’inhiber la croissance d’au moins deux des souches fongiques tests. D’autre part, I’évaluation
de I’antagonisme des levures contre ces mémes souches tests a montré que, dans I’ensemble, les
levures ont une bonne activité antifongique. Cependant 1’activité lipolytique a été négative pour
les 04 isolats lactiques testés. Par contre, chez certaines des levures étudi¢es (L1, L10, L11, L13
et L14) les activités ont été positives. Les résultats obtenus montrent que nos produis laitiers
traditionnels constituent un véritable réservoir de flore fermentaire avec des fonctionnalités

d’intérét technologique.

Mots cléfs : BL, levures, smen, antagonisme, activité antifongique, activité lipolytique.



Résume

Abstract

Traditional fermented foods are an important part of many people's diets. They also participate in
cultural identity because they are often linked to very old habits and traditional dietary practices.
Algeria, like the rest of the world, is characterized by very varied local food products. Milk is
usually processed into dairy products, by traditional methods, to Lben, raw butter (zebda , smen
or dhan), Klila, Bouhezza and others. In the present study, we were interested in the antifungal
and lipolytic properties of bacteria. lactic and yeasts isolated from 4 samples of goat's milk smen
marketed in the wilaya of Khenchela. On the basis of macroscopic appearance, 13 isolates were
preselected as lactic acid bacteria, 14 as yeasts, and 2 as molds. Partial identification and
characterization allowed us to select 20 isolates: 4 lactic acid bacteria (BL2, BL5, BL9 and
BL10), 14 yeasts (L1 to L14) and 02 molds (Penicillium sp. (1) and Penicillium sp. (2)). The
evaluation of the antifungal power of the 4 BL sretained with respect to three fungal strains;
Aspergillus flavus UBOCC-A-106028, Penicillium sp. (1) and Penicillium sp. (2) showed that
BL2, BL5 and BL10 have the ability to inhibit the growth of at least two of the test fungal
strains. On the other hand, the evaluation of the yeast antagonism against these same test strains
showed that, on the whole, the yeasts have a good antifongal acticity. About the lipolytique
activity, it was negative for the 04 lactic isolates tested. On the other hand, in some of the studied
yeasts (L1, L10, L11, L13 and L14), the activities were positive. The results obtained show that
our traditional dairy products constitute a veritable reservoir of fermental flora with

functionalities of technological interest.

Key words : LAB, yeasts, Smen, antagonism, antifungal activity, lipolytic activity.
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Abstract

Abstract

Traditional fermented foods are an important part of many people's diets. They also
participate in cultural identity because they are often linked to very old habits and traditional
dietary practices. Algeria, like the rest of the world, is characterized by very varied local food
products. Milk is usually processed into dairy products, by traditional methods, to Lben, raw
butter (zebda , smen or dhan), Klila, Bouhezza and others. In the present study, we were
interested in the antifungal and lipolytic properties of bacteria. lactic and yeasts isolated from
4 samples of goat's milk smen marketed in the wilaya of Khenchela. On the basis of
macroscopic appearance, 13 isolates were preselected as lactic acid bacteria, 14 as yeasts, and
2 as molds. Partial identification and characterization allowed us to select 20 isolates: 4 lactic
acid bacteria (BL2, BL5, BL9 and BL10), 14 yeasts (L1 to L14) and 02 molds (Penicillium
sp. (1) and Penicillium sp. (2)). The evaluation of the antifungal power of the 4 BL sretained
with respect to three fungal strains; Aspergillus flavus UBOCC-A-106028, Penicillium sp. (1)
and Penicillium sp. (2) showed that BL2, BL5 and BL10 have the ability to inhibit the growth
of at least two of the test fungal strains. On the other hand, the evaluation of the yeast
antagonism against these same test strains showed that, on the whole, the yeasts have a good
antifongal acticity. About the lipolytique activity, it was negative for the 04 lactic isolates
tested. On the other hand, in some of the studied yeasts (L1, L10, L11, L13 and L14), the
activities were positive. The results obtained show that our traditional dairy products

constitute a veritable reservoir of fermental flora with functionalities of technological interest.

Key words : LAB, yeasts, Smen, antagonism, antifungal activity, lipolytic activity.
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Revue bibliographiques

Bactéries lactiques
1. Généralités

Les bactéries lactiques, sont utilisées pour la fermentation des aliments depuis plus de
4000 ans, sans pour autant comprendre la base scientifique de leur utilisation (Drider et Prevost,
2009). Ce n'est qu'a la fin du 19°™ siécle, époque des grandes découvertes de la microbiologie,
que le groupe des bactéries lactiques ou bactéries de 1’acide lactique a été défini, plus
précisément en 1919 par Orla-Jensen. Il a réuni plusieurs genres caractérisé€s par leur capacité a

fermenter les glucides en produisant de 1’acide lactique (Tredez et Louise, 2008).
2. Caracteres généraux

Les bactéries lactiques sont un groupe de bactéries unies par une multitude de
caractéristique morphologiques, métaboliques et physiologiques. En général, elles sont décrites
comme des bactéries a Gram positif, non mobiles, en forme de coques ou de batonnets, non
sporulantes, dépourvues de cytochromes et de catalase, anaérobies micro-aérophiles, strictement
fermentatives, aux exigences nutritionnelles complexes (acides aminés, peptides, vitamines, sels,
acides gras, glucides fermentescibles) et qui produisent de 1'acide lactique comme le principal
produit final au cours de la fermentation des carbohydrates. Le terme de bactéries lactiques est
intimement associé¢ aux habitas riches en nutriments (lait, viande, végétaux) et aux aliments
fermentés, mais d’autres sont aussi associées aux différentes surfaces des muqueuses des
mammiferes (Axelsson, 2005). La classification des bactéries lactiques repose en grande partie
sur la morphologie, I’arrangement, la croissance a des températures différentes, la configuration
de l'acide lactique produit, la capacité de croitre a des concentrations de sel élevées, et la

tolérance acide ou alcaline.

Leur forme peut étre coccoide, cocco bacillaire ou bacillaire, les ferments sont
généralement mésophiles avec une température optimale de croissance entre 20°C et 30°C
utilisés pour certaines fabrications (fromage, lait fermenté) ou thermophiles entre 40°C et 45°C
utilisés pour d’autres fabrications (Yaouret) (Karam, 1995). La majorité des souches se
développent a pH 4,0-4.5, certaines sont en activité a pH 9.6 et d’autres a pH 3.2 (Carr ef al.,
2002 ; Kotelnikova et Gelfand, 2002 ; Jozala et al., 2005).

Les bactéries lactiques encore appelées bactéries de I'acide lactique sont caractérisées par
leur aptitude a fermenter les sucres fermentescibles tel que le glucose en produisant

principalement l'acide lactique mais aussi d’autres acides organiques (acide acétique, acide
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formique.) (Raynaud, 2006). L’acide lactique peut étre sous deux formes stéréoisomeriques (L

moins fréquemment, D ou un mélange des deux).

Les bactéries lactiques sont dites homofermentaires si l'acide lactique est le seul produit
formé; par contre elles sont hétérofermentaires lorsque d'autres composés comme I'éthanol et le
CO, sont produits en méme temps. Du point de vue nutritionnel, les bactéries lactiques se
caractérisent par des exigences assez complexes, en ce qui concerne les acides aminés, les bases
nucléique, les acides gras, les peptides, les vitamines, les glucides fermentescibles et les sels

(Raynaud, 2006).

3. Origine et habitat

Les bactéries lactiques sont ubiquistes, et on les trouve dans différentes niches
¢cologiques comme le lait et les produits laitiers, les végétaux (plantes, fruits, légumes,
céréales) ; la viande, le poisson, les muqueuses humaines et animales (le tractus digestif, les
cavités buccales, urogénétales) (Drouault et Corthier, 2001). A titre d’exemple, les especes du
genre Streptococcus, Lactococcus sont presents chez ’homme et chez les animaux ou elles sont
isolées a partir de leurs peaux, de leurs matieres fécales et également a partir de 1’ensilage du
foin et des grains (Dellaglio et al., 1994; Mathara et al., 2004). Par ailleurs, les espéces du genre
Lactobacillus sont encore plus répandues dans la nature; elles se trouvent sur les végétaux mais
également dans I’intestin des animaux et de I’homme. Certaines especes comme Lactobacillus
acidophilus entrent en composition au niveau de la flore commensale de I’intestin et du vagin, ou
sa présence empéche 1’invasion par Candida albicans. Les espéces du genre Pediococcus ne se
rencontrent pratiquement que sur les plantes (Guiraud, 1998). D’une facon générale, les bactéries
lactiques sont ubiquitaires et se trouvent la ou il y a de fortes concentrations de glucides, de
produits de dégradation des protéines, de vitamines et peu d’oxygene (Marteau et et Seksik,

2005).
4. Taxonomie des bactéries lactiques

La premiere classification des bactéries lactiques a été établie en 1919 par Orla-Jensen.
Elle est basée sur les caractéristiques observables autrement dit les caractéristiques
phynotypiques telles que les propriétés morphologiques, le mode de fermentation du glucose, la
croissance a différentes températures, 1’aptitude de croitre a de fortes concentrations de sels
(6.5%, 18%), la tolérance aux pH acides, alcalins et a I’éthanol, la configuration de l'acide

lactique produit a partir de glucose, I’hydrolyse de 1’arginine, la formation d’acétoine ; les
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caractéres biochimiques, physiologiques et les marqueurs chimiotaxonomiques, comme la
composition des acides gras et les constituants de la paroi cellulaire sont pris en considération
(Kunene et al., 2000). Le profil €léctrophorétique des protéines cytoplasmiques solubles est

¢galement utilisé pour la classification (Krieg, 2001).

La classification moderne est basée actuellement sur les approches moléculaires, qui
s’appuient sur des tests génotypiques telles que le séquencage de ’ARN16 S, le ribotypage et
d’autres méthodes de typage basées sur I’ADN. Ces techniques moléculaires permettent une

meilleure différenciation des microorganismes a différents niveaux (Hassaine, 2013).

Selon la seconde édition de Bergey’s manual of systematic bacteriology (De Vos et al.,
2009), les bactéries lactiques sont classées dans le phylum des Firmicutes, la classe des Bacilli et
I’ordre des Lactobacillales renfermant trente-cinq genres répartis en six familles:
Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae et
Streptococcaceae. Seuls douze genres sont utilisés en technologie alimentaire (Figure 01, tableau
01), il s’agit de: Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, QOenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Vagococcus, Tetragenococcus et
Weissella (Vandamme et al., 1996). Parmi tous les genres cités, seulement Aerococcus,
Lactobacillus, Streptococcus,Leuconostoc et Pediococcus répondent aux caractéristiques

générales d’une bactérie lactique proprement dit (Salminen ef al. 2004).

Lb. delbrueckii group

Weissella
Lb.casei-
Pediccoccus
group

Leuconostoc

Oenccoccus

Tetragenococcus Lacto-
Vago- coccus

COCCuUs

Entero-
CcocCus
Strepto-
Carno- coccus

bacterium

Bacillus
Staphylococcus
Asro- Listeria

coccus

Figure 01 : Schéma d’un arbre phylogénétique, sans racines, des bactéries lactiques ; les

distances évolutives sont approximative (Axelsson, 2005).
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Tableau 01 : Les différents genres des bactéries lactiques.

Famille Genre Caractéristiques Références
Aerococcaceae Aerococcus ovoide (d=1-2um), a-hémolytiques, non-gazogenes, arginine(-), pouvant croitre a une
concentration de 6.5% de NaCl, la division se déroule sur deux plans formant ainsi des | (Benguella,
tétrades. Des cellules isolées ou en paires peuvent étre observéesau milieu de la phase 2015)
exponentielle.
Carnobacteriaceae | Carnobacterium | Batonnets courts parfois incurvés isolés ou en paires, pouvant se développer a pH 9 et
incapables de croitre a 8% de NaCl ; quelques espéces sont catalase (+). Ont décrit comme (Corrieu et
des alcalophiles, catalase négative, oxydase négative, psychrophiles, anaérobies facultatives Luquet, 2008)
Cellules ovoides, isolées en paires ou en courtes chaines, homofermentaires. Quelques
especes sont mobiles par des petits flagelles et d’autres possédent une pseudo-catalase. Ce (Bergey’s
Enterococcaceae Enterococcus genre se caractérise par sa tolérance & 6.5% de NaCl, un pH 9.6 et un intervalle de | ,,2hual 1994)
température compris entre 10°C et 45°C, avec un optimale de croissance de 35°C a 37°C.
Lactococcacea Lactobacillus bacilles longs (incurvés) ou des coccobacilles courts isolés, ou forment des chaines.
Généralement immobiles a sauf quelques espéces possédent des flagelles péritriches. | (Guiraud et
Acidophiles et peuvent croitre a un pH optimum variant de 5.5 a 6.2. La température optimale al., 2003)
de croissance est de 30°C a 40°C.
Streptococcaceae Lactococcus sphériques ou ovoides, isolées en paires, ou en chaines. De type mésophiles, température
optimale est comprise entre 10 et 40°C , se développent a 4% de NaCl et a un pH presque | (Teuber et al.,
neutre, s’arrétant lorsque le pH du milieu atteint 4,5. 1995)
Leuconostocaceae Leuconostoc Ce genre comprend 10 espéces fastidieuses dans leurs exigences nutritionnelles, de forme

ellipsoidales a sphériques généralement allongées qui s’arrangent en paires ou en chaines,
non acidophiles avec un pH optimum de croissance égal a 6.5. Concernant la température
optimale est comprise entre 20°C et 30°C. Capables de produire du dextrane en milieu
concentré en saccharose.

(Guiraud et
al., 2003)
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Famille Genre Caractéristiques Références
Leuconostocaceae Oenococcus Immobiles, asporulantes de forme ellipsoidale a sphérique, avec un arrangement en paires ou
en chaines, non hémolytiques et généralement non protéolytiques. Exigeantes quant au milieu (Federighi,
de culture qui doit étre riche en acides aminés et en facteurs de croissance, leur pH optimum 2005)
étant de 6 a 6,8 et la température optimale de 20°C a 30°C.
Lactococcaceae Pediococcus Immobiles de forme sphérique parfois ovoides, isolées ou en paires qui se divisent en deux
directions perpendiculaires formant ainsi les tétrades mais jamais les chaines. Les cellules (Guiraud et
sont acidophiles a pH : 5, la température optimale de croissance est comprise entre 25°C a | Rosec, 2004)
35°C.
Streptococcaceae Streptococcus Immobiles, sphériques ou ovoides qui ont un diamétre inférieur & 2um en paires ou en
chaines longues. La fermentation des carbohydrates produit principalement de I’acide | (HO ThiNguyet
lactique mais il n’y a pas de production de gaz. Leur température optimale de croissance est Thu. 2008)
37°C. Elles sont incapables de se développer a 15°C et a un pH 9.6
Enterococcaceae Vagococcus Ovoides isolées, en paires ou en chaines. La plupart des espéces sont mobiles par des | (Ammor et al.,
flagelles péritriches. Elles sont capables de croitre a 10°C mais non a 45°C sans production | 2006 ; Endo ez
de gaz ni d’arginine dihydrolase (ADH). al, 2005)
Enterococcaceae | Tetragenococcus | Cellules sphériques ou ovoides avec un diamétre de 0.5-1.0 pm, immobiles, formant des | (Masuda et al.,
tétrades, comme elles peuvent étre isolées ou en paires. Leur température optimale de 2008 ;
croissance se situe entre 25°C et 35°C et ne peuvent pas croitre a 10°C et a 45°C. Tosukhowong et
al., 2005)
Leuconostocaceae Weissella Ovoides ou de courts batonnets a extrémités rondes qui s’associent en paires ou en courtes

chaines et sont immobiles. Leur température optimale de croissance est de 15°C, mais
quelques especes peuvent croitre entre 42°C et 45°C.

(Collins et al.,
1993)

Suite de tableau 01 : Les différents genres des bactéries lactiques.
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5. Physiologie et voies métaboliques des bactéries lactiques.

5.1. La fermentation des carbohydrates

Toutes les bactéries lactiques ont un métabolisme fermentaire qui repose dans sa grande
partie sur ’utilisation des glucides (lactose, glucose, fructose et saccharose) (Leonard, 2013;
Hassaine, 2013). Selon leur métabolisme, les bactéries lactiques sont homofermentaires ou

hétérofermentaires (Figure 2).

5.1.1. La voie homofermentaire

La voie homofermentaire catabolise une mole de glucose (glucose-6 P) par la voie
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) pour donner deux moles de pyruvate. Dans la dérniere étape
de glycolyse, en condition optimale de croissance, il y a production de deux molécules de lactate
et deux molécules d’ATP. La voie homofermentaire est généralement associée aux bactéries des

genres Streptococcus, Lactococcus, Pediococcus et Lactobacillus (Drider et Prevost, 2009).
1 glucose + 2 Pi+2 ADP =——— 2 lactate + 2 ATP
5.1.2. La voie hétérofermentaire

Les bactéries lactiques hétérofermentaires utilisent la voie des pentoses phosphates. Elles
sont dépourvues d’une enzyme qui est la fructose-1.6 biphosphate aldolase (FBA aldolase) et
d’un systéme de transport phosphotransférase (PTS). Une mole de glucose-6-phosphate est
initialement déshydrogénée en 6 phosphogluconate puis décarboxylée d’une mole de CO,
(Figure 02). Le résultant des pentoses-5-phosphate est clivé en un phosphate glycéraldéhyde
mole (GAP) et en phosphate acétyle. Le GAP est par la suite métabolisé¢ en lactate comme dans
I’homofermentation, avec l'acétyl phosphate puis réduits en éthanol par l'intermédiaire de

l'acétyl-CoA et acétaldéhyde (Alomar, 2007).

Ce type de fermentation est assurée par certaines bactéries lactiques des genres

Leuconostoc et Lactobacillus (Drider et Prevost, 2009 ; Hadef, 2012).

1 glucose + 1 Pi +1 ADP ————==1 lactate +1 éthanol (acétate) + 1CO2 + 1ATP
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5.1.3. La voie bifide

Les génomes des Bifidobacterium codent pour un large arsenal d’enzymes impliqués
dans le catabolisme des sucres. Plus de 50 carbo-hydrolases ont été identifiés chez les
bifidobactéries, ce qui confirme que ce genre est spécialisé dans le métabolisme des sucres

(Scuotto, 2015).

Le métabolisme du genre Bifidobacterium est assez particulier, en effet il s’agirait de la
voie fermentaire bifide ou voie de la fructose-6-P phosphocétolase (FPC) (Figure 02). Le
fructose-6-P est scindé par la fructose-6- phosphate phospho-cétolase en érythrose-4-phosphate
et en acétyl-phosphate et du glycéraldédhyde-3-phosphate afin de former de ’acétyl-phosphate
et du glycéraldéhyde-3-phosphate (Drider et Prevost, 2009).

Bifide Homofermentaire Hétérofermentaire
oo glucose-ﬁ:P glucoge-G-F’
aceh,:l-mF" l |
h“j;;;-_ fructose-6-P G-P-glu't_:onale
érythrose-4-P < —— pok i T
NC fructose-1,6-iP ribulose-5-P
T .
sedoheptulose-7-P ™ 1 . 5.P
glyceraldehyde-3-P & RN
. . / «» dihydroxyacetone-P
ribose-5-P«—
xylu iose_-ﬁ- P_’// 1,3-biP-glycerate acetyl-P
8 T Koo  [acéta
ribulose-5-P ace}y!-P 3-P-glycerate acetyl-CoA
ll * " 2-Pglycerate acetyldehyde

phosphoenolf Juuate
lC' ATP

pyruvate

Figure 02 : Voies métaboliques homofermentaire, hétérofermentaire et bifide de la

dégradation du glucose par les bactéries lactiques (Drider et Rrevost, 2009).
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5.2. Le métabolisme du citrate

L’acide citrique est utilis¢é par de nombreuses especes des genres Streptococcus
(Streptococcus thermophilus), Lactococcus (Lc. Lactis subsp. lactis biovar diacetylactis),
Enterococcus (Ec. faecium), Pediococcus, Leuconostoc (Ln. lactis, Ln. cremoris) et
Lactobacillus (Lb. plantarum. Lb. casei). Cependant il ne peut €tre dégradé qu’en présence d’un

substrat fermentescible et d’une source d’azote (Leveau et Bouix, 1993).

Le citrate est transporté a I’intérieur des cellules par une citrate-perméase, ou il est scindé
en acétate (en majeure partie excrétés) et en oxaloacétate par le complexe enzymatique citrate-
lyase. L’oxaloacétate est ensuite converti en pyruvate et en CO, par une oxaloacétate
décarboxylase. Des transformations successives du pyruvate aboutissent a la formation de
composés aromatisants et le produit fini est le 2,3-butylen-glycol (2,3-butanediol) (Figure 03)
(Cogan et al., 1982).
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Figure 03 : Le métabolisme du citrate chez les bactéries lactiques (Bekhouche, 2006).
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6. Caractéristiques biotechnologiques
6.1. Activité acidifiante

La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus recherchée des bactéries
lactiques utilisées dans les industries alimentaires. Elle se manifeste par la production de 1’acide
lactique a partir de la fermentation des hydrates de carbone au cours de la croissance bactérienne
(Mayra-Mikinen et Bigret, 2004 ; Monnet et al., 2008). Les conséquences, d’ordre physico-

chimique et microbiologique, peuvent se résumer ainsi par (Béal et al., 2008) :

- Accumulation d’acide lactique participant a la saveur des aliments fermentés ;

- Abaissement progressif du pH des milieux de culture et des matrices alimentaires ;

- Limitation des risques de développement des flores pathogene et d’altération dans les
produits finaux ;

- Déstabilisation des micelles de caséines, coagulation des laits et participation a la
synérese.

Pour un ferment donné, il s’agit de permettre une vitesse d’acidification élevée et/ou

d’atteindre un niveau d’acidité finale prédéfinie. Le niveau d’acidité dépend des spécifications

du produit, lesquelles vont conditionner le choix des souches (Monnet et al., 2008).
6.2. Activité protéolytique

La croissance jusqu’a des densités cellulaires permettant aux bactéries lactiques d’assurer
les fonctions de fermentation repose sur un systéme protéolytique capable de satisfaire tous les
besoins en acides aminés en hydrolysant les protéines. Les bactéries lactiques démontrent des
potentialités différentes, liées a leur équipement enzymatique, pour 1’utilisation de la fraction
azotée. Les lactobacilles présentent généralement une activité protéolytique plus prononcée que

les lactocoques (Donkor ef al., 2007 ; Monnet et al., 2008 ; Roudj et al., 2009).

En général, les bactéries lactiques ont une faible propriété protéolytique sur les protéines
myofibrillaires. Toutefois, certaines souches de Lb. casei, Lb. plantarum, Lb. curvatus et Lb.
sakei participent a ’hydrolyse des protéines sarcoplasmiques et par conséquent, contribuent a la
décomposition des peptides en acides aminés (Drosinos et al., 2007 ; Dalmis et al., 2008;
Scannell et al., 2004 ; Larrouture et al., 2000). Des peptidases issues de ces bactéries lactiques
hydrolysent des oligopeptides et de ce fait, produisent les substances responsables de la flaveur

et de la texture des produits fermentés (Ammor et al., 2006; Papamanoli ef al., 2003).

11
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6.3. Aptitude lipolytique

Les propriétés lipolytiques sont généralement faibles chez les bactéries lactiques, les
lactocoques sont considérés comme plus lipolytiques que les streptocoques et les lactobacilles.
Elles peuvent cependant présenter un intérét pour certaines applications fromageres (Béal et al.,

2008).

D’une maniére générale on distingue les estérases qui hydrolysent de fagon préférentielle
les esters formés avec les acides gras a chaine courte (C 2 -C 8) et les lipases qui sont actives sur
des substrats émulsifiés contenant des acides gras a chaine longue (>C 8). Ces enzymes sont

impliquées dans I'hydrolyse de mono, di, et triglycérides (Béal ef al., 2008 ; Serhan et al., 2009).

Certains micro-organismes, grace a leurs lipases, peuvent décomposer les matiéres
grasses et les acides gras libres du lait, entrainant 1’apparition d’odeurs rances dans le produit
laitiers. Les produits laitiers a haute teneur en matiéres grasses sont plus sensibles a la

dégradation par les micro-organismes lipolytiques (Lamontagne et al., 2002).
6.4. Aptitude aromatisante

La production de composés aromatiques est liée a I’activité microbienne. Plusieurs
especes de bactéries lactiques, telles que Lactococcus lactis ssp. Biovar diacetylactis et
Loconostoc mesenteroides ssp. cremoris sont capables de synthétiser, a partir du citrate
notamment et du lactose, des acides aminés et des matieres grasses, divers composés tels que le
diacétyle, 1’acétoine, 1’acétate, 1’a-acétolactate, I’acétaldéhyde, 2,3-butanediol, I’éthanol et le

formiate.

Cette fonctionnalité est particuliérement importante lors de [’¢laboration des laits
fermentés, des fromages frais, crémes et beurre, dont 1’arome principal est lié a cette activité
microbienne (Leveau et Bouix, 1993 ; Bourgeois et Larpent, 1996 ; Gerrit et al., 2005 ; Cholet,
2006).

6.5. Aptitude texturante

La capacité des bactéries lactiques a synthétiser des exopolysaccharides (EPS) joue un
role important pour la consistance et la rhéologie des produits transformés. La présence de ces
souches productrices d’EPS dans les produits fermentés présente un intérét technologique
important pour les différentes industries de la fermentation notamment laitiere (Ricciardi et

Clement, 2000). Les Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus et Streptococcus thermophilus produisant

12
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des EPS sont utilisés dans la fabrication des yaourts, ceci afin d’améliorer la texture, éviter la
synérese et augmenter la viscosité¢ des produits finis. L’utilisation des EPS produits par les
souches Lc. lactis ssp. cremoris est trés prometteuse pour la structure et la viscosité des produits

laitiers fermentés (Leroy et De Vuyst, 2004 ; Ho et al., 2007).

La majorité des études portant sur la production d’EPS par les bactéries lactiques

concerenet les genres Lactococcus, Streptococcus , Leuconostoc et Pediococcus (Ruas et de Los

Reyes, 2005; Badel et al., 2011) .
6.6. Activité antimicrobienne

Les bactéries lactiques sont connues et utilisées pour les effets antagonistes qu’elles
peuvent avoir. Ceux-ci résultent de la production de différents composés organiques et non-
organiques capables d’inhiber ou de limiter la croissance de certains germes pathogénes (Strus et

al., 2006).

6.6.1. Les acides organiques

Qu’elles soient homofermentaires ou hétérofermentaires, les bactéries lactiques
produisent différents types d’acides organiques. Grace a cette production, le pH du milieu dans
lequel les bactéries lactiques se multiplient diminue, permettant ainsi 1’inhibition d’une partie de
la flore qui s’y développe et qui pourrait étre indésirable dans ’aliment sur le plan hygiénique

(Ammor et al., 2006).
6.6.2. Le peroxyde d’hydrogéne

La catalase, enzyme nécessaire a la dégradation du peroxyde d’hydrogeéne en oxygene et
en eau, est absente chez les bactéries lactiques. Il en résulte une accumulation de ce composé qui
peut étre inhibiteur de différents micro-organismes (Zalan et al., 2005). En effet, son action peut
se manifester aussi bien sur les germes indésirables que sur ceux indispensables au bon
déroulement de la fermentation. L’inhibition, se fait par 1’oxydation des lipides membranaires
des souches cibles et/ou par la destruction des structures protéiques cellulaires (Zalan et al,
2005). Certaines bactéries lactiques synthétisent la catalase hexamérique ou tétramérique, on
parle de pseudocatalases. Celles-ci contiennent du manganése, ce qui permet de protéger ces

bactéries contre leur propre peroxyde d’hydrogene (Strus et al., 2006).
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6.6.3. Le dioxyde de carbone

Il est formé essentiellement, au cours de la fermentation hétérolactique. En créant un
environnement anaérobie, il inhibe les microorganismes aérobies. Son accumulation dans la
bicouche lipidique peut causer un dysfonctionnement de la perméabilité membranaire (Ammor et

al., 2006).
6.6.4. Le diacétyl

Le diacétyl est un composé aromatique essentiel. Plusieurs bactéries des genres
Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus et Pediococcus, peuvent le synthétiser (Leveau et
Bouix, 1993). Sa capacité inhibitrice se manifeste vis-a-vis des levures, des bactéries a Gram-
négatif. Les bactéries a Gram-positif non lactiques sont quant-a elles moins sensibles (El-Ziney

et al., 1998).
6.6.5. La reutérine

La reutérine (ou 3-hydroxypropionaldehyde) est un métabolite intermédiaire qui possede
un effet antimicrobien. Il est produit lors de la fermentation anaérobique du glycérol par
certaines especes de Lactobacillus ainsi que par d’autres genres bactériens non lactiques tels que
Bacillus, Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter et Clostridium (El-Ziney et al., 1998). La
reutérine possede un large spectre d’activité et a des applications aussi bien dans le domaine
médical que dans le domaine alimentaire (Vollenweider, 2004). Elle interfére avec la réplication
de ’ADN chez les procaryotes (Gram-positif ou Gram-négatif), les eucaryotes, les virus, les

champignons et les protozoaires.
6.6.6. Bactériocines

Les bactéries lactiques produisent des substances antimicrobiennes de nature protéique
appelées bactériocines. Cette caractéristique est utilis¢ e industriellement pour la destruction des
bactéries indésirables et pathogenes dans la fabrication d'aliment comme la nisine pro duite par
les lactocoques dirigée contre Bacillus et Clostridium, la plantaricine et la sakacine produites
toutes les deux par les lactobacilles actives sur E.coli, Listeria et certaines levures (Zambunelli et

Chiavari, 2002 ; Ogunbanwo et al., 2003).
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6.7. Activité autolytique

Le phénomene d’autolyse a été observé chez beaucoup de bactéries Gram négatives et
positives. Il arrive généralement dans des conditions qui aboutissent a la cessation de la synthése
de peptidoglycane. L’autolyse bactérienne spontanée ou induite, résulte de la dégradation
enzymatique du constituant majeur de la paroi cellulaire, le peptidoglycane par des
peptidoglycanes hydrolases endogénes nommées « autolysines». Les autolysines sont définies
comme des enzymes bactériennes endogeénes capables d'hydrolyser le peptidoglycane. Dans le
cas des bactéries lactiques utilisées dans la fabrication des produits laitiers fermentés, 1'autolyse
des cellules, permettant de libérer leur contenu enzymatique intracytoplasmique, apparait comme
un moyen d'obtenir un développement plus rapide des qualités organoleptiques, une

intensification de certains aromes (Shockman et Holtje, 1994).
7. Intéret des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques jouent un réle important que ce soit dans I’industrie alimentaire ou

le domaine thérapeutique.
7.1. Dans le domaine alimentaire

L’implication des bactéries lactiques dans la fermentation et la bioconservation
desaliments est connue depuis la nuit des temps. Ainsi, les souches de Lactobacillus bulgaricus
et 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, les charcuteries, le pain
au levain sont entre autres des produits de fermentation des bactéries lactiques (Badis et al.,
2005). L’utilisation de ces dernieres a pour but 1’amélioration des caractéristiques
organoleptiques des produits fermentés et par conséquent augmenter la durée de leur
conservation sans pour autant utiliser de conservateurs chimiques, et ce grace aux substances
antimicrobiennes qu’elles produisent. Les souches utilisées en industrie alimentaire doivent
répondre a certains critéres : absence de pathogénicité ou activité toxique, capacité d’améliorer
les caractéristiques organoleptiques, innocuité, facilit¢ de culture, de conservation, et

maintenance des propriétés désirables lors du stockage.
7.2. Dans le domaine thérapeutique

Certaines bactéries lactiques spécifiques sont utilisées comme probiotique c'est-a-dire des

microorganismes vivants dont I’application a ’homme ou a I’animal, exercent un effet bénéfique
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sur ce dernier par amélioration des propriétés de la flore intestinale. Les espéces couramment
utilisées sont Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. johnsonii, Lb. reuteri, Lb. delbruecki ssp. bulgaricus

(Salminen et al., 2004).

Les probiotiques, lorsqu'ils sont ingérés en quantité suffisante, exercent un effet
théoriquement bénéfique sur la santé de I'hote. Les probiotiques sont des bactéries ou levures,
ajoutées comme compléments a certains produits alimentaires, comme les yaourts ou les céréales
par exemple, et qui aident a la digestion des fibres, stimulent le syst¢tme immunitaire et

préviennent ou traitent la diarrhée (Isolauri ef al., 2001).

Les bactéries lactiques, considérer comme tant des probiotiques, confeérent des bénéfices
a ’hdte en maintenant une balance de la microflore intestinale. Différentes études ont démontré
aussi bien le role préventif que curatif de ces bactéries sur différents types de diarrhées. D’autres
ont cité¢ leur capacit¢ a diminuer les allergies liées aux aliments grice a leur activité

protéolytique.

Cependant depuis quelques années 1'usage des bactéries lactiques dans d’autres
écosystemes (vaginal, mammaire) est ¢évalué¢, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives
thérapeutiques (contre les métrites ou les mammites), également dans 1’¢laboration des vaccins.
I1 a été démontré que la capacité des souches de Lactobacillus crispatus, utilisées sous forme de
suppositoires a empécher la colonisation du vagin par les bactéries pathogenes et de prévenir
ainsi les rechutes chez les femmes qui souffrent d’inflammations fréquentes et répétées de la

vessie, ainsi que des problémes liés aux infections urinaires (Zergoug, 2017).
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1. Le lait

Le lait est le produit intégral de la traite totale ininterrompue d’une femelle laitiere,
vache, jument, cheévre, brebis, etc..., bien portante, bien nourrie et non surmenée (Debry, 2001).
Il apparait comme un liquide opaque, blanc mat, plus moins jaunatre selon sa teneur en -
caroténes et en matiére grasse, il a une odeur peu marquée mais reconnaissable (Cniel, 2006).

Le lait est un aliment nutritif pour les étres humains, indispensable pour le nouveau-né,
comme il s’avere trés bénéfique pour I’adulte. Il constitue un milieu propice pour la croissance
de nombreux micro-organismes, en particulier les bactéries pathogenes (Chye et al., 2004).

Comparativement aux autres aliments, il constitue un élément de haute valeur
nutritionnelle (tableau 02) (Cheftel et al., 1984 ; Leroy, 2004).

- une source de protides d’excellente valeur biologique ;

- la principale source de calcium ;

- une source de matiére grasse ;

- une bonne source de vitamines ; Vitamines A, D, E (liposolubles) et Vitamines B1,

B2, B3 (hydrosolubles).

La haute qualité nutritionnelle des protéines du lait repose sur leur forte digestibilité et
leurs compositions particuliecrement bien équilibrée en acides aminés indispensables. Pour les
nouveau-n¢s, les protéines du lait constituent une source protéique adaptée aux besoins de

croissance durant la période néonatal (Derby, 2001).

Tableau 02 : Variation de la composition du lait d’une espéce animale a une autre (Alais,

1984 ; Amiot et al., 2002).

Eléments en g/l Vache Chévre Brebis Chamelle
Eau 900-910 900 860 902
Extrait sec total 125-135 140 190 140
Matiere grasse 35-45 45-50 70-75 46
Matiére protéique 30-36 35-40 55-60 36
Caséines 27-30 30-35 45-50 28
Protéines solubles 4-5 6-4 8-10 8
Matiere minérale 7.5-8.2 8-10 10-12 7.2
Lactose 40-50 40-45 45-50 50
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1.1. La Microbiologie du lait

Le lait contient peu de micro-organismes lorsqu’il est prélevé dans des bonnes conditions,
a partir d’un animal sain (Larpent, 1997). Ils est stérile dans les cellules du pis, cepandant la
glande mammaire, la peau du pis, le matériel de traite, la liticre, la qualité de Dair, la
manutention et la température de conservation du lait et les pratiques des éleveurs sont des

sources de contamination (Tolle, 1980; ; Robinson, 2002 ; Ménard et al., 2004).

Le lait est un aliment dont la durée de vie est trés limitée. En effet, son pH voisin de la
neutralité, le rend trés facilement altérable par les microorganismes et les enzymes (Gosta,
1995), principalement, les bactéries et parfois des levures, des moisissures ou des virus. De tres
nombreuses espeéces bactériennes sont susceptibles de se développer dans le lait qui constitue,
pour elles, un excellent substrat nutritif. Au cours de leur multiplication dans le lait, elles libérent
des gaz (oxygeéne, hydrogéne, gaz carbonique, etc.), des substances aromatiques, de ’acide
lactique (responsable de 1’acidification en technologie fromagere), diverses substances
protéiques, voire des toxines pouvant étre responsables de pathologie chez I’homme (Institut de

I’¢levage, 2009).
1.1.1. La microflore indigéne ou originelle

Lorsqu’il est prélevé dans de bonnes conditions, et provient d’un animal sain. Le lait,
devrait contenir moins de S000UFC/ml (Guiraud, 1998). La flore originelle des produits laitiers
se définit comme I’ensemble des microorganismes retrouvés dans le lait a la sortie du pis. Les
genres dominants sont essentiellement des mésophiles, microcoques, mais aussi streptocoques

lactiques et lactobacilles (Vignola, 2002).

Ces microorganismes, plus ou moins abondants, sont en relation étroite avec
I’alimentation et n’ont aucun effet significatif sur la qualité du lait et sur sa production (Guiraud,

2003).
1.1.2. La flore de contamination

Cette flore est I’ensemble des microorganismes contaminant le lait, de la collecte jusqu’a
la consommation. Elle peut se composer d’une flore d’altération, qui causera des défauts
sensoriels ou qui réduira la durée de conservation des produits, et d’une flore pathogene

dangereuse du point de vue sanitaire (Vignola, 2002).

Le lait se contamine par des apports microbiens d'origines diverses (Guiraud, 2003) :
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- feces et téguments de l'animal: Coliformes, Entérocoques, Clostriduim et
¢ventuellement les Entérobactéries pathogenes (Salmonella, Shigella, Yersinia etc.) ;

- sol : Streptomyces, Listeria, bactéries sporulées, spores fongiques ;

- litieres et aliments : flore banale variée, en particulier lactobacilles, Clostriduim
butyriques (ensilages) ;

- air et eau : flores diverses dont, Pseudomonas, bactéries sporulées ;

- equipement de traite et de stockage du lait : microcoques, levures et flore lactique
avec lactobacilles, Streptocoques (Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus),
Leuconostoc ;

- manipulateurs : Staphylocoques dans le cas de traite manuelle, mais aussi germes
provenant d'expectorations et de contaminations fécales ;

- vecteurs divers (insectes en particulier) : flore de contamination fécale. Parmi ces
micro-organismes, il en est d'inoffensifs, d'autres de dangereux du point de vue
sanitaire, d'autres capables d'entrainer la détérioration du lait.

1.1.2.1. Flore pathogéne

Sa présence dans le lait est due a 1’animal, a I’environnement ou a I’homme. Les bactéries
pathogénes sont responsables des affections reliées a la sant¢ des manipulateurs et des
consommateurs.

Cette contamination peut étre d'origine endogene, suite a une excrétion mammaire de
I'animal malade et peut aussi €tre d'origine exogene, il s'agit alors d'un contact direct avec des
troupeaux infectés ou d'un apport de I'environnement ou bien liées a I’homme (Brisabois ef al.,
1997 ; Lamontagne et al., 2002). Une fois ingérées, elles déreglent le systeme digestif. Il s’agit
de Simonella spp., Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens et
Campylobacter spp. et les bactéries toxigene responsable de I’intoxication de consommateur

Staphylococcus spp. et Clostridium botulinum (Vignoola, 2002).
1.1.2.2. La flore d’altération

La flore d’altération causera des défauts sensoriels de gofit, de I’ardme, de 1’apparence ou
de la texture. Par exemple, texture visqueuse a la surface du fromage, présence de longs
filaments dans le lait, caillage du lait, production de mauvaises odeurs (soufrée, ammoniacale,
fruitée et atypique) dues a certaines activités métaboliques telles que la protéolyse ou la lipolyse
et gazéification du lait provoquant des trous involontaires ou des gonflements durant I’affinage

du fromage (Essalhi, 2002).
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Les principaux genres identifiés comme flore d’altération sont: Pseudomonas spp,
Proteus spp., Coliformes principalement E.coli et Enterobacter, les sporulés, tels que Bacillus

spp. et Clostridium et certaines levures et moisissures (Vignoola, 2002).

Le lait peut étre contaminé aussi par des bactéries capables de se développer au-dessous
de 15-20°C appelle bactéries psychrophiles (Guiraud. 2003). Il s’agit essentiellement de :
Acinetobacter, Clostridium, Pseudomonas et Flavobacterium qui se développent a une
température allant de 3 a 7°C (Leveau et Bouix, 1993). Listeria monocytogenes capable de se
multiplier a une température comprise entre 0°C et 10°C est qualifiée de ce fait de psychrotrophe

(Rosset, 2001).
2. Produits laitiers fermentés

La production traditionnelle constitue I'essentiel de la production internationale. Elle est
trés difficile a évaluer, d’autant que le cheptel est lui-méme difficile a estimer. La consommation
de produits laitiers en équivalent lait entier par habitant dépend des habitudes et du contexte
socio-économique du pays. En Europe elle est, par exemple, plus élevée au nord que dans les
régions méditerranéennes. Au niveau mondial, lesAméricains et les Européens ont pris

I’habitude d’en consommer régulierement. A I’inverse, globalement, toutes les populations

asiatiques n’en consommaient jusqu'a présent pas ou trés peu (Soltesz et al., 2007).

Les pays d'Afrique du Nord (Algérie, Maroc, Tunis, Lybie et Egypte) ont une tradition
trés riche en technologie alimentaire, et de nombreux aliments traditionnels d'origine animale ou
végétale sont encore largement consommés et méme trés appréciés. En fait, ces aliments jouent
un role important dans 1'économie et la sécurité¢ alimentaire dans ces pays. Pourtant, ils sont
encore principalement établis au niveau domestique dans des conditions sanitaires déplorables et
commercialisés par des voies informelles. La variété des centaines de produits laitiers sont
connus et toujours trés appréciés par les consommateurs de ces pays. Le plus populaire d'entre
eux sont rayeb, jben Marocan, lben, klila et smen (Benkerroum et Tamime, 2004 ; Abd-Elsalam

et Benkerroum, 2006 ; Mechai et al., 2014)
2.1. Les produits laitiers en Algérie

L’Algérie a une tradition bien établie sur les produits laitiers, transmise d’une génération
a une autre, qui a un aspect important de la culture Algérienne. Le lait, abondant durant certains
moments de I’année, est facilement périssable et difficile a conserver, surtout dans les zones a

climat trés chaud Dans n’importe quelle culture, il a été toujours traité pour augmenter la
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durabilité¢ et la valeur nutritive pour une consommation domestique et au méme temps de
permettre la commercialisation du surplus (Bencharif, 2001). Les femmes algériennes, comme
chez toutes les cultures pastorales, s'occupent des travaux ménagers, en plus des activités
agricoles et pastorales qui se déroulent a l'intérieur et a l'extérieur de l'habitat rural, comme la

collecte et la transformation du lait (Medouni et al., 2005).

Il existe un grand nombre de produit laitiers fermentés provenant de plusieurs Wilayas
algériennes et qui different par leur mati¢re premiere, leur flore microbienne, leur technologie,

leur texture, leur gotit et leur durée de conservation (tableau 03, 04 et 05).

Tableau 03 : Laits fermentés produit localement.

Boisson Définition et caractéristique

Les levains lactiques dégradent le lactose en acide lactique et conférent par la suite, une
Le rayeb ou | acidité favorable a la conservation du produit et a la coagulation de la caséine qui
lait caillé | forme un gel avec trés peu d’exsudation du lactosérum (Dieng, 2001). La fermentation

varie selon la saison entre 24 heures et 72 heures (Guerzani, 2003).

Le lait est laisse coagulé a température ambiante (de 24 a 48 h suivant la saison)
Lben (figure 04). Le barattage qui lui succede dure 30 a 40 min. A la fin du barattage, on
ajoute généralement un certain volume d'eau (environ 10 % du volume du lait), chaude
ou froide, suivant la température ambiante, de facon a ramener la température de
I'ensemble a un niveau convenable au rassemblement des grains de beurre (Bendanou,

1981; Tantaoui-Elaraki et al., 1983 ).
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Tableau 04 : Produits fermentés a base des dérivés laitiers gras.

Dérivés
laitiers

gras

Définition et caractéristiques

La créme, la
zabda ou

beurre frais

Elle est obtenue apres barattage du rayeb. Ce dernier est occasionnellement augmenté
d’une quantité d’eau tiede (40-50°C) a la fin du barattage pour favoriser
I’agglomération des globules lipidiques et accroitre le rendement en beurre (Bouadjaib,
2013 ; Oucherif et Sellema, 2015). La créme est la fraction riche en garnisse qui s’éléve
et se rassemble a la surface du lait, elle contient au moins 30% de maticre grasse. Elle
ne contient au maximum que 18% de matieres non lipidiques dont 16 % d’eau

(Guiraud, 2012).

Smen ou |Le terme smen désigne généralement des produits préparés de facon artisanale a partir
dehan  du beurre cru par lavage et salage, puis conditionnement dans des pots en terre et
conservation a l'abri de l'air et de la lumiére pour une durée variable d'au moins six mois
(E1 Marrakchi et al., 1986) (figure 04).
Tableau 05 : Différents types du fromages traditionnels algériens.
Fromage Définition et caractéristique
C’est un fromage frais, traditionnel, obtenu par acidification spontanée a une
Jben température ambiante, pendant 24 a 72h selon la température (figure 04). Il est fabriqué
(Frais) avec le lait cru de brebis ou de chévre, acidifi¢ spontanément et coagulé des enzymes
coagulantes d’origine végétale issue des fleurs de chardon (Nouani, 2009).
Bouhazza | Bouhezza est un fromage fabriqué et consommé par les populations des chaouia, qui
(affiné) vivent dans la région d’Aures (figure 04) (Belbeldi, 2013 ; Abid, 2015). 11 est fabriqué
a partir de lait cru non ensemencer (Bouadjaib,2013 ; Belbeldi, 2013).
Klila ou En Algérie, la klila est préparée a partir du lben chauffé sur feu doux pendant 12
caséine minutes environ pour favoriser la séparation du caillé et du lactosérum et accélérer le
desséchée | processus d’égouttage (figure 04). Le lait caillé est ensuite égoutté dans un tissu fin

(Touati, 1990).
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Figure 04 : Exemples des produits laitires; (a) : klila ; (b) : jben, (¢) : Bouhezza
(Bouadjaib.,2013 ; Bougherara et Grazza, 2015 ; Djeddar et Dahdouh, 2017) ; (d) : Smen ; (e) :
Lben (Benderouich, 2009).

A co6té des produits précédents, il existe des préparations locales circonscrites a

certainesrégions de I’ Algérie (Kabylie, Hoggar, Aures ....etc) tel que :

- Takammart : fromage traditionnel a la base de lait de chévre (Nouani et al., 2009).

- Ighounane : fromage fabriqué en kabylie a partir du colostrum ou de lait de vache
(Agroligne, 2001 ; Mahamedi, 2015).

- Meéchouna : est un fromage largement fabriqué a Tébessa, essentiellement dans la
région rurale El Kouif (El-Baradei ef al., 2008).

- Ibakhbakhane : originaire de la région des Aures, 1’Ibakhbakhane est produit a partir
d’une mixture de Frik d’orge (Marmaz) et de /ben soumis a une fermentation a des
températures inférieures a 20 °C par immersion dans un puits pendants 2 a 5 jours

(Bendimerad, 2013).
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Imadhghass : produit dans la région des Aurés, ce fromage est connu dans la zone du
Chaouia coté I’Imdhgheghass est produit a partir d’une mixture de k/ila fraiche et de
lait frais. Le produit est consommé comme un dessert (Lahsaoui, 2009).

Adhghass : fabriqué a partir d’un mélange de colostrum et d’ceufs qui est ensuite cuit,
Produit dans la région des Aures (Mahamedi, 2015).

Aghoughlou : fromage fabriqué en Kabylie, il est obtenu a partir de lait frais de vache

ou de chévre coagulé par la seve du figuier (Mahamedi, 2015).
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1. Echantillonnage

Quatre échantillons de smen de lait de chévre sont analysés dans la présente étude. Leurs
caractéristiques sont présentées dans le tableau 06. Les échantillons de smen (100g) sont prélevés

dans des sacs en plastiques et conservés a 4 ° C au réfrigérateur.

Tableau 06: Caractéristiques des échantillons de smen de lait de chévre collectés dans la Wilaya

de Khenchela
Echantillon Durée de Origine
conservation
(mois)
E1l 12 El-hamma
E2 7 El-hamma
E3 3 Chechar
E 4 1 El-mahmel

2. Mesure du pH des échantillons

Une quantit¢ de 10g de chaque échantillon de produits a été homogénéisés avec 90 ml
d’eau péptonée tamponnée. Le pH des échantillons a été déterminé avec trois répétions

directement en utilisant un pH-métre (HANNA Instrument) (Owusu-Kwarteng, 2012).

3. Isolement de la flore lactique et fongique

10 g de chaque échantillon smen sont ajoutés a 90 ml d’eau péptonée a 1% et
homogénéisés pendant 45 min sur la plaque d’agitation. A partir de cette dilution 1071 des

dilutions décimales sont réalisées de 1072 a 10~ .
3. 1.Isolement de la flore lactique

100 pl (0.1 ml) de chaque dilution préparée est ensemencé en surface par la technique
d’étalement en rateau en utilisant une pipette pasteur dans des boites de Pétri stérile

préalablement couler par des milieux de culture sélectifs :

- Le milieu MRS agar (De Man et al., 1960) incubé en anaérobiose (crée par le biais
d’une bougie) a 30° C pendant 48 h.
- Le milieu MRS agar salé (5%) incubé en anaérobiose a 30° C pendant 48 h utilis¢

pour I’isolement de la flore halophiles.
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Les dénombrements sont effectués sur les boites contenant entre 10 et 300 colonies. Le
nombre de microorganisme est calculé par ml ou gramme d’échantillon suivant I’équation

(moyenne pondérée):

Ne= ¥
(N1+0.1N2) * d

- Xc:somme des colonies comptées dans toutes les boites retenues
- NI : nombre de boites comptées a la premiére dilution retenue.

- N2 : nombre de boites comptées a la deuxiéme dilution.

d : facteur de dilution de la premiére dilution retenue.
3. 1.1.Purification et sélection présomptive des bactéries lactiques

Les colonies bien individualisées et supposées représentatives des bactéries lactique a
savoir leur apparence macroscopique (I’aspect de la colonie: forme, taille, pigmentation,
contour, viscosité) sont sélectionnées aléatoirement a partir des boites contenant un nombre des
différents milieux de cultures utilisés (MRS agar, MRS sal¢). Les isolats ont été purifiés par des
repiquages successifs sur leurs milieux de culture sélectifs. La pureté des isolats a été vérifiée par
I’observation de I’homogénéité de la morphologie ; jusqu’a I’obtention des colonies de méme

taille, méme forme et méme couleur.
3. 1.2. Conservation des isolats

La conservation des isolats a court terme est faite sur gélose MRS (Badis et al., 2005).

Apres croissance a la température optimale, les cultures sont maintenues a +4°C.
3.1.3. Identification partielle des bactéries lactiques
a) Examen macroscopique

Cette étude est basée sur l‘observation visuelle de la culture sur son milieu solide ; pour
caractériser la taille, la forme, le diametre, la pigmentation et I'aspect des colonies (Badis et al.,

2005).
b) Examen microscopique (coloration de Gram)

Les isolats ont été¢ soumis a la coloration de Gram qui a été effectuée selon le protocole

décrit par Prescott et al., (2003). Cette coloration permet de différencier les bactéries en deux
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groupes, les bactéries Gram positif se colorant en violet et les bactéries Gram négatif se colorant
en rose. Elle permet aussi d’observer la morphologie des cellules bactériennes (les batonnets et

les coques) et I’arrangement cellulaire (mode d’association).
¢) Test catalase

La catalase est une enzyme contenant du fer, qui catalyse la décomposition du peroxyde
d’hydrogene (H, 0,) en eau et en oxygeéne. Synthétisée par la plupart des bactéries aérobies, elle

¢limine le peroxyde d’hydrogeéne produit au cours du métabolisme aérobie.

Cette activité a ¢été réalisée selon le protocole expérimental décrit par Prescott et al.,
(2003). Ce test consiste a mettre une colonie prélevée du milieu MRS gélosé a 1‘aide d‘une anse
stérile dans de l‘eau oxygénée. Le dégagement gazeux abondant (dii & un dégagement de
dioxygene) sous forme de mousse traduit la décomposition de 1’eau oxygénée et ¢a signifie qu‘il

y‘a production de 1‘enzyme catalase et que le test est positif.
3. 2. Isolement des levures

A partir des dilutions décimales, 1071 a 10™* de chaque échantillon, 100 ul sont étalé
aseptiquement a 1’aide d’un rateau dans une boite de Pétri contenant le milieu Sabouraud, puis

incubées en aérobiose a 30 ° C pendant 3 a 5 jours.
3.2.1. Purification et sélection présomptive des levures

Des colonies bien individualisées et supposées représentatives des levures (1I’aspect de la
colonie : forme, taille, pigmentation, contour, viscosité) sont sélectionnées aléatoirement selon le

méme protocole décrit précédemment pour les bactéries lactiques.

3.2.2. Identification partielle des levures

a) Examen macroscopique

L’étude de I’aspect macroscopique consiste en une observation a I’ceil nue de la taille
(petite, moyenne, grande), de la forme de la colonie (ronde, irrégulicre, etc.), de la transparence,

de I’¢lévation de la colonie, du type de la colonie et de son relief (Camille, 2007).
b) Examen microscopique (Coloration au bleu de méthyléne)

Cet examen repose sur la méthode classique; les frottis utilisés sont étalés a 1’aide d’une

anse sur des lames en verre propres. Les lames sont ensuite séchées a 1’air, a proximité d’un bec
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bunsen, puis fixées par la chaleur en les passants deux ou trois fois sur la flamme. Les frottis
préparés sont colorés pendant 2 minutes au bleu de méthyléne puis ils sont décolorés par lavage

a I’eau du robinet, séchés par le papier filtre et examinés au microscope (Guiraud, 1998).
3.2.3. Conservation des levures

La méthode de conservation des souches la plus utilisée et la plus simple consiste a
repiquer les levures sur gélose Sabouraud, les cultures sont incubées pendant 3 a 5 jours, pour
permettre une croissance maximale, puis elles sont stockées a 4°C pour favoriser leur viabilité et

limiter les possibilités de variations (UI-Haq et al., 2002).
3.3. Isolement et dénombrement des moisissures

A Taide d’une pipette pasteur on a préléve 0.1 pl de chaque dilution de chaque
¢chantillon et on a ’ensemencé sur le milieu PDA et I’incubé a 28°C pendant 5 jours, I’aspect
cultural des colonies est observé et le diamétre est mesuré chaque 24h d’incubation (Botton et

al., 1990; Samson, 2007).
3.3.1. Purification et sélection présomptive des moisissures

Les colonies bien individualisées et supposées représentatives des moisissures selon
leurs caracteéres macroscopiques sont s¢lectionnées a partir des boites contenant entre 10 a 300
colonies. Aprés incubation, les souches obtenues sont repiquées par touche sur le PDA (Potato

Dextrose Agar) jusqu'a obtention de souches pures.

3.3.2. Identification partielle des moisissures

a) Examen macroscopique

Les caractéres morphologiques et culturaux sont déterminés aprés ensemencement des
souches pures sur milieu de culture PDA. L'identification se fait a I'eeil nue et elle se base

essentiellement sur les caractéres décrits par Botton, 1990:

- La texture des colonies ;
- La couleur des colonies ;

- La couleur du revers de la culture.
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b) Examen microscopique

L’observation microscopique est effectuée par la technique de Scotch, Cette technique
consiste a adhérer a I’aide d’un bout de scotch une fraction mycélienne a partir d’une culture
jeune et de la coller sur une lame contenant quelques gouttes d’eau distillée (Chabasse et al.,
2002). Aprés nous avons identifié¢ le champignon par une simple coloration (au bleu de

méthyléne) et observation microscopique a 1’objectif x 100 (Botton, 1990).
3.3.3. Conservation des isolats

Les moisissures purifiées sont conservées a 4°C apres €tre ensemencées sur gélose PDA

inclinées et incubées a 28°C pendant 7 jours.

4. Détermination du pouvoir antifongique des bactéries lactiques

Dans cette partie, D’activit¢ antifongique des isolats lactiques sélectionnés a été

recherchée contre 3 souches fongiques mentionnées dans le tableau 07.

Tableau 07 : Les souches fongique tests et leurs références.

Souches test Références
Aspergillus flavus UBOCC-A-106028
Pénicillium sp. 1
Pénicillium sp. 2

Pénicillium sp. (1) ; Pénicillium sp. (2) : Contaminants
4.1. Préparation des pré-cultures des souches fongiques test

Les moisissures test qui ont déja été pré-cultivées sur I’extrait de malt agar (MA) rajouté
de 5 a 15 ml d’eau distillée stérile selon la concentration de la suspension (afin de faciliter le
dénombrement) et on effectue un frottement légere afin de dissocier les spores, cette suspension
est filtrée sur papier Wathman N°=100 mm et dénombrée par cellule de Malassez.

4.2. Criblage in vitro des activités antifongiques

Pour la recherche de I’activité¢ antifongique, la méthode de la double couche ou de
recouvrement, décrite par Magnusson et al. (2003), a été utilisée pour les bactéries lactiques. Les
isolats ont été d’abord ensemencés en une seule strie de 2 cm de langueur sur MRS agar, puis

incubés a 30°C pendant 48h. Les colonies obtenues ont été ensuite recouvertes par 10 ml de
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milieu d’extrait de malt agar (0.5 % d’agar) avec une concentration finale de 10° spores/ml de
chaque souche test. Apreés 72 h d’incubation a 30°C, les zones d’inhibition ont été évaluées
autour des stries de bactéries selon les critéres suivants : absence ou présence de zones

d’inhibition autour des BL testées.
5. Détermination du pouvoir d’antagonisme des levures

Le pouvoir d’antagonisme des levures a été recherché suivant la méthode de Chen et al.,
(2018) légerement modifiée. Brievement, les isolats ont été d’abord ensemencés en une seule
strie de 2 cm de langueur sur milieu malt agar, puis incubés a 28° C pendant 72 h. Apres
I’obtention des colonies une goutte de chaque suspension sporale est mise dans un coté de la
boite Pétrie suivie d’une incubation de 7 h a 30°C. Les activités ont été évaluées autour des
levures cultivées sur MA selon les critéres 1’absence ou la présence de la zone d’inhibition entre

la levure et la moisissure testée.
6. Détermination du pouvoir lypolitique des isolats sélectionnés

Le principe de cette méthode est la précipitation des phospholipides sous I’influence
d’une lipase. Si les isolats testés possedent une enzyme lipolytique, la précipitation des
phospholipides sera visible sous forme d’un halo opaque autour des colonies. En outre, si
I’activité lipasique est intense, la précipitation apparait sous forme de cristaux visible a I’ceil nu

(Guiraud et Galzy, 1980).

La production de lipase a été testé sur un milieu solide selon la méthode décrite par
Ortansa et al., (2015). Les isolats de BL et de levures ont été cultivés sur milieu MRS et MA
respectivement, puis une seule colonie de chaque isolat a été étalée sur boite de Pétri contenant le

milieu suivant : peptone a 1%, NaCl a 0,5 %, CaCl, a 0.4 %, agar a 2 % et Tween 80 a 0.5 %.
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Résultats et discussion

1. pH des échantillons

Les valeurs moyennes du pH des échantillons du smen sont situées entre 6.00 a
6.22 (figure 05), ce qui est supérieur a celles rapportés par Kacem et Karam, (2006) ou les
analyses de pH du smen de lait de chamelle de quatre wilayas d’Algérie, présentent des valeurs
de pH qui varient entre 3,10 et 4,87. Nos résultats peuvent étre expliqués par I’age des
échantillons qui varient entre 1 a 12 mois ce qu’influence la charge de la flore lactique et cette
derniére influence a son tour le pH; plus la charge est élevée plus il y a une augmentation de la

production d’acide lactique et par la suite abaissement de pH (Park et al., 2014).
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Figure 05 : Les valeurs moyennes du pH des quatre échantillons de smen de lait de chévre.
2. Isolement et identification

2.1. Dénombrement de la flore lactique

L’isolement de la flore lactique a été ciblé par 'utilisation de deux milieux de culture
sélectifs; MRS agar et MRS salé. Un développement de deux ou plusieurs aspects
morphologiques sur un méme milieu a été clairement observé. Les dénombrements sont

présentés dans le tableau 08.
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Tableau 08 : Dénombrement de la flore lactique exprimé en UFC/g.

Echantillons E1 E2 E3 E4
MRS agar 9.70 x 106 1.45x 10* 3.25x 10* 1.75 x 10°
MRS salé 3.80 x 10* 1.30 x 10* 2.11 x 10* 1.86 x 10*

Le dénombrement de la flore, présumée lactique, est trés différent d’un échantillon a
I’autre. Dans la présence étude, les échantillons de smen possédent une charge moyenne de
bactéries lactiques allant de 130 x 10* jusqu’a 9.70 x 10°® UFC/g sur les deux milieux. Ces
résultats sont en accord avec ceux rapportés par de nombreux auteurs, qui ont montré que
I’écosystéme de ce type de beurre traditionnel ou de produits similaires, est dominé par la flore
lactique indigene Belyagoubi et Abdelouahid, (2013) ont montré que la zebda de la région
d’Adrar a une charge lactique de 5 x 10* UFC/g sur les milieux MRS et M17 respectivement.

2.1.1. Identification macroscopique et microscopique

Les tests macroscopiques et microscopiques de la flore lactique isolée a partir des
¢chantillons de smen nous ont permis de sélectionner 4 isolats sur 13, présentant des caracteres

similaires aux bactéries lactiques (Gram+, catalase-) (figure 06 et tableau 09).
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AN
Figure 06: Caractéristiques microscopiques et macroscopiques des isolats lactiques. (A) aspect
des colonies sur milieu MRS, (B) catalase négative, (C) coques a Gram + Gr x100, (D) bacille a

Gram + (Gr x100)
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Tableau 09 : caractéristique macroscopiques et microscopiques des 13 bactéries sélectionnées.

Caractéristiques Caractéristiques microscopiques
Isolats macroscopiques Echan
Aspect et couleur de Forme des Mode de Gram | Cata | tillons
la colonie cellules regroupement -lase

BL1 Crémeuse, petite Bacille En amas, en chainettes - - El
ou isolées.

BL2 Blanche, petite Bacille Isoleés, diplots, en + - E3
chainettes

BL3 Blanche, petite Bacille En amas, en chainettes - - El
ou isolées.

BL4 Blanche, trés petite bacille En chainette, diplots - - El
ou isolées.

BL5 Blanche, petite bacille Isolées, diplots ou en + - E2
chainettes.

BL6 Crémeuse, bombée, Bacille En chainettes + + El

BL7 Blanche, petite coccobacille . Diplots ou en - - El
chainettes

BLS8 jaune, petite coccobacille En amas ou en - + El
chainettes

BL9 Blanche, petite Bacille Isolées, diplots, en + - E2

chainettes ou en amas.

BL10 Blanche, grand Bacille En amas ou en + - E2
chainettes

BL11 Blanche, trés petite Coccobacille Isolées ou diplots - - El

BL12 Transparente, petite Long bacille Isolées ou diplots - - El

BL13 Blanche, bombée Cocci En chainettes + + El

(+) test positif'; (-) test négatif

Les cultures obtenues sur boites de Pétri sont observées a 1’ceil nu, ils montrent divers
aspects de colonies. Nous avons remarqué des colonies lenticulaires de couleur jaune claire,
transparente ou blanche, soit de taille variable allant de petite jusqu'a trés petite pour certaines,

parmi lesquelles on trouve des colonies a conteur régulier ou non.
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04 isolats seulement, a Gram positif et catalases négatifs (BL2, BL5, BL9 et BL10) sur les
13 présélectionnées sont retenus pour les analyses suivantes. Cela est probablement dii au
procédé de fabrication et la longue conservation de produit qui entrainent une diminution
considérablement de la flore microbienne étudiée. L’inhibition des microorganismes résulte de

I’action conjuguée des acides gras libres et du chlorure de sodium (Abdelmoumen, 2015).

2.2. Dénombrement des levures

Les résultats du dénombrement des levures par échantillon sont mentionnés dans le tableau

ci-dessous :
Tableau 10 : Dénombrements des levures exprimés en UFC/g.
Echantillons E1l E2 E3 E4
Dénombrement 00 6.90 x 103 5.80 x 10° 6.30x 10°

Le dénombrement des levures sur milieu Sabouraud montre que 3 échantillons de smen
(E2, E3 et E4) se caractérisent par la présence des levures. Cependant, aucune levure n’a été
détectée au niveau de 1’échantillon E1. La présence des levures dans des produits laitiers
fermentés, a été rapporté par un nombre aussi important dans la klila marocaine décrite par
Mennane et al., (2007) et Rhiat et al., (2013), et dans le beurre de Djelfa étudié par Guetouache
et Guessas, (2018).

La charge notée en levures est la conséquence, probablement de 1’exposition prolongée
des produits a I’air libre; soit au cours de la préparation, soit au moment de la conservation. Les
contaminations peuvent étre véhiculées par le matériel utilisé¢ a la fabrication. Ainsi ce résultat
peut étre 1i¢ a leur caractére acidophile et a leur faible sensibilit¢ aux bactéries lactiques
antagonistes. En effet, les levures présentes dans cet écosystéme peuvent appartenir soit au

macrobiote fermentaire ou a la flore d’altération (Benkerroum etz al., 2013).
2.2.1. Identification macroscopique et microscopique

14 isolats de levures sont sélectionnés pour I’étude macroscopique et microscopique a
partir du smen de lait de chévre (tableau 11 et figure 07). Aprés la réalisation des tests

préliminaires tous ont été a retenus pour les analyses suivantes :
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Figure 07 : Caractéristiques microscopiques et macroscopiques des levures. (A) aspect des

colonies sur milieu Sabouraud, (B) aspect microscopique (Gr x 100).

Tableau 11 : caractéristiques macroscopiques et microscopiques des 15 bactéries isolées.

Caractéristiques Caractéristiques microscopiques
Isolats macroscopiques Origine
Aspect et couleur Forme Mode de
de la colonie regroupement
L1 Crémeuse, grande Cocci bourgeonné Diplots ou en amas. E2
L2 Crémeuse, grande Cocci bourgeonné Diplots ou en E2
chainettes
L3 Crémeuse, grande Cocci bourgeonné | Isolées, diplots ou en E2
amas
L4 Crémeuse, grande Cocci bourgeonné | Isolées, diplots ou en E2
chainettes
LS Crémeuse, grande Cocci bourgeonné En amas ou en E2
chainnettes
L6 Crémeuse, grande Cocci bourgeonné Isolées ou diplots E2
L7 Crémeuse, grande Cocci bourgeonné En amas E3
L8 Crémeuse, grande Cocci bourgeonné Isolées, diplots, en E3
amas ou en chainettes
L9 Crémeuse, moyenne Cocci Isolées, diplots ou en E3
chainettes.
L10 Crémeuse, grande Cocci bourgeonné Isolées ou en amas. E3
L11 Crémeuse, grande Cocci bourgeonné | Isolées, diplots ou en E4
chainettes.
L12 Crémeuse, moyenne | Cocci bourgeonné | Isolées, diplots ou en E4
amas.
L13 Crémeuse, grande Cocci bourgeonné | Isolées, diplots ou en E4
amas.
L14 Crémeuse, grande Cocci bourgeonné Isolées ou en amas E4
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2.3. Dénombrement des moisissures

Les résultats du dénombrement des moisissures sur milieu PDA sont mentionnés dans le

tableau 12:

Tableau 12 : Dénombrement de moisissures exprimées en UFC/g.

Echantillon E1l E2 E3 E4

Dénombrement 3.59 x 1072 00 00 00

Ces résultats sont similaires a ceux rapportés par Sagdic et al., (2004). Leurs échantillons
de beurres comportaient une moyenne de 5,6 x 102 UFC /g de flore fongique. Mennane et al.,

(2007) ont montré également la présence d’une charge de moisissure estimée a 8,7 x 10° UFC/g.

La flore fongique dans le beurre, provient généralement des mauvaises conditions de
conservation et de stockage lors des manipulations, lors du stockage mais surtout de 1'air ambiant

(El Marnissi et al., 2013).

2.2.2. Identification macro et microscopique des moisissures

L’isolement des moisissures sur milieu PDA a permis 1’obtention de 2 isolats fongiques a
partir de I’échantillon le plus ancien (E1). Selon les clés décrites par Botton, (1990), 1’analyse
microscopique et macroscopique par I’observation des structures caractéristiques des isolats
fongiques a permis de les assigner au genre Penicillum (tableau 13). La présence des moisissures
dans I’échantillon de 12 mois (E1) est probablement liée a une contamination ou un processus
d’altération. En effet, leur détection dans le beurre est souvent associée a sa détérioration du

beurre, et causent la décoloration de ce dernier (Wilbey, 2002):

37



Résultats et discussion

Tableau 13 : caractéres macroscopique et microscopique des moisissures isolées.

Genre Pénicillium sp. 1 Pénicillium sp. 2

Mycélium cloisonné, Conidies rondes ou ovoides, lisses ou rugueuses, en
longues chaines

Aspect
macroscopique

Aspect

microscopique

(G x 100)

Origine E1 (12 mois) E1 (12 mois)

3. L’activité antifongique des BL

04 isolats ont été testés contre trois souches fongiques. L’inhibition de la diffusion des
mycéliums, sur I’ensemble des boites, sous 1’action des % des bactéries lactiques testées révele
que ces bactéries sont capables d’inhiber la croissance d’au-moins deux des moisissures test

(tableau 14 et figures 08).
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Tableau 14 : Activité antifongique des isolats lactiques.

Souches tests
Isolats Penicillium sp 1 Aspergillus flavus Penicillium sp 2
BL 2 + B )
BL5 + * i
BL9 - B )
BL10 + * -

(-) pas d’inhibition, (+) présence d’inhibition.

Témoin

Figure 08 : Exemples du criblage in vitro des activités antifongiques des BL, par la méthode de

la double couche, contre : (A); Aspergillus flavus et (B); Penicillium sp. 2

Yousef et al., (2008) et Belal et al., (2011), ont rapporté¢ des résultats similaires aux
notres. Ils ont trouvé que des isolats du genre lactobacillus possédaient des activités contre
Aspergilus flavus et Penicilluim sp. Ces résultats sont en accord aussi avec ceux de Morisset et
al., (2002) qui ont décrit des activités antifongiques des souches lactiques contre les especes

fongiques testées. Les bactéries lactiques exercent un antagonisme par la production de
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substances antifongiques, largement démontrée dans de nombreux travaux de recherche (Mandal

etal, 2013 ; Crowley et al., 2013).
4. Pouvoir d’antagonisme des levures

L’ensemble des résultats des activités d’antagonisme des levures est résumé dans le
tableau 15 et la figure 09 .14 isolats ont été testés contre trois cibles fongiques. Les isolats L2, L9
et L14 montrent les meilleurs résultats et ont pu inhiber la croissance des trois souches
fongiques. Aucun antagonisme n’a été exercé, sur les trois souches fongiques par L5, L7 et L12.
Le reste des isolats testés (L1, L3, L4, L6, L8, L10, L11 et L13) sont capables d’inhiber la
croissance d’au-moins une des moisissures test. Chen ef al., (2018) ont rapportés des résultats
proches aux notre. IIs ont démontrés que certaine souches de levure peuvent inhiber la croissance
mycélienne. Ils ont expliqués cette activité par divers mécanismes, tels que la dégradation
enzymatique des parois cellulaires et la production des métabolites diffusibles. Parafati et al.,
(2015) ont trouvé des résultats similaires et ils ont été liés cette activité au besoin du fer et la

capacité a former un biofilm des levures.

Tableau 15 : activité antifongiques des 14 isolats levuriens.

Antagonisme
Isolats Echantillon Pénicillium sp. 1 | Aspergillus flavus | Pénicillium sp. 2
L1 E2 (9 mois) - + -
L2 E2 + + +
L3 E2 + - -
L4 E2 - - +
L5 E2 - - -
L6 E2 + + -
L7 E3 (3 mois) - - -
L8 E3 + - +
L9 E3 + + +
L10 E3 + - -
L11 E4 (1 mois) + - -
L12 E4 - - -
L13 E4 + - +
L14 E4 + T n
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Figure 09 : Examples de I’évaluation , in vitro, de I’antagonisme des levures L3, L4, L9 et L11
contre : Penicillium sp. 1 (A) et Aspergillus flavus (B). (+): antagonism positif; (-)
:antagonistisme negatif; (Témoin): Penicillium sp. 1 et Aspergillus flavus seuls commes témoins

negatifs.
5. L’activité lipolytique

Les résultats de 1’activité lipolytique de I’ensemble des isolats (figure 10); 04 bactéries

lactiques et 14 levures, sont résumés, respectivement, dans le tableau 16.

Tableau 16 : Activités lipolytique des BL et levures sélectionnées.

Isolats BL (BL |BL (BL |L L L L (L |L_L |L (L |L |L (L |L |[L |L
2 5 9 10 1 |12 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10]|11|12|13 |14
Activité - - - - R e e e
lipolytique
Echantillon |E3 |E2 |E2 |E2 |E2|E2|E2|E2|E2|E2|E3|E3|E3|E3 |E4|E4|E4 |E4

BL : bactéries lactique ; L : levure.
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Figure 10 : Exemples de I’activité lipolytiques des levures L13 et L14 (+) : Activité positive et
apparition des précipitations opaques ; L2 et L3 (-) activité négative et absence de la zone

opaque.

Les souches lactiques isolées partagent toutes la méme propriété, a savoir 1’absence de
I’activité lipolytique. Ces résultats sont en accord avec la littérature, car les BL sont considérées
comme peu ou pas lipolytiques. En effet, Fox et al., (2004), De Roissart, (1994) et Guessas et al.,
(2012) ont montré que les lactobacilles isolés du beurre traditionnel n'ont aucune activité
lipolytique. Malgré le faible pouvoir lipolytique des bactéries lactiques, cette activité demeure
essentielle pour développer 1’arome et la flaveur spécifique de smen. Cela est expliqué selon El
Marrakchi et al., (1988) par la présence d’une flore caséinolytique et lipolytique autre que les
bactéries lactiques, qui diminuent sensiblement au cours de la maturation du smen marocain. En
effet, notre étude a montrée par la présence de I’activité lipolytique chez certaines levures testées
(L1, L10, L11, L13 et L14) qui ont données des activités positives en formant un halo opaque
autour des spots. En comparant nos résultats avec d’autres études telles que celles de Ortansa et
al., (2015) qui ont testés la capacité de Candida rugosa a produire les lipases en utilisant six
différents milieux de culture contenant des différentes concentration de CaCl, et Tween 80, il

s’avere que nos souches ont une activité lipolytique trés intéressante.
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Conclusion

L’objectif de cette étude était d'isoler des bactéries lactiques et des levures a partir d’un
produit laitier traditionnel élaboré localement (smen) et de tester leur antagonisme vis-a-vis des
souches fongiques impliquées dans 1’altération des aliments, ainsi que la mise en évidence de

leur pouvoir lipolytique.

Quatre échantillons, de smen de lait de cheévre, provenant de trois régions différentes de la
wilaya de Khenchela, ont fait ’objet d’isolement des différentes flores lactiques et fongiques.
Selon I’apparence macroscopique, 13 isolats ont été présélectionnés présemptivement comme

bactéries lactiques, 14 comme levures, et 2 comme des champignons filamenteux (moisissures).

L’identification et la caractérisation partielles basées sur les caractéres microscopiques et
biochimiques nous ont permis de sélectionner 20 isolats : 4 bactéries lactiques (Gram positif,
catalase négative), 14 levures (cellules de grande taille avec des bourgeons) et 2 moisissures.
L’observation des structures microscopiques caractéristiques de ces derni¢res ont permis de les
assigner au genre Pénicillium (désignées par Pénicillium sp.(1) et Peénicillium sp.(2) pour la

réalisation des tests antifongiques).

L’¢évaluation du pouvoir antifongique des 4 bactéries lactiques retenues a 1’égard des trois
souches fongiques; Aspergillus flavus UBOCC-A-106028, Pénicillium sp. (1) et Pénicillium sp.
(2), a montré que les BL2, BL5 et BL10 ont la capacité d’inhiber la croissance d’aumoins deux
des souches fongiques tests. D’autre part 1’évaluation de 1’antagonisme des levures contre ces
mémes souches tests a montré que dans I’ensemble les levures posseédent une activité

antifongique intéressante particuliérement (L2, L6, L8, L9 et L14).

Cependant I’activité lipolytique était négative pour les 4 isolats lactiques testés. Par
contre certaines des levures étudiées (L1, L10, L11, L13 et L14) ont donnés des résultats positifs

en formant un halo opaque autour des spots.

Cette étude sur la fonctionnalité de la flore lactique et levuriénne isolée a partir du smen,
de lait de chévre, a permis d’atteindre les objectifs fixés au départ, a savoir la mise en évidence
du pouvoir antifongique et lipolytique des isolats sélectionnés. Au terme de ce travail, plusieurs

perspectives pourraient étre envisagées :

- Caractériser les molécules a I’origine des activités antifongiques et lipolytiques ;
- Réaliser des challenge test in vitro afin de sélectionner les isolats les plus
performants ;

- Identifier les isolats par les techniques moléculaires ;
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Conclusion

- S’intéresser a d’autres fonctionnalités : le pouvoir acidifiant, la production de

substances aromatiques, tester d’autres activités enzymatiques... etc.
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