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RESUME

Un lot de 3 échantillons de blé (Dur importé et locale, Tendre importé) et un
échantillon de farine provenant de la Semoulerie Industrielle de la Mitidja a fait
I’objet d’une analyse microbiologique dans le but de déterminer la diversité en
bactéries lactiques. Sur 53 bactéries lactiques isolées, 20 especes ont été obtenues
apres identification. Une caractérisation phénotypique basée sur des critéres
morphologiques et biochimiques a été effectuée. Les résultats obtenus ont montré que
les bactéries lactiques isolées de blé et de la farine appartiennent aux genres
Pediococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus et Weissella, Streptococcus,
Leuconostoc, Aerococcus. Le genre Enterococcus représente 39.62% des souches
isolées, suivie par Lactococcus et Streptococcus (15.09%), Lactobacillus et
Pediococcus (9.43% ), Leuconostoc et Weissella (3.77%) et enfin le genre Aerococcus
avec une fréquence de 1.88%.

Mots clés: BIlé dur, blé tendre, farine, bactéries lactiques, caractérisation
phénotypique.

ABSTRACT

A batch of 3 wheat samples (imported and local durum, imported soft) and a
flour sample from Mitidja Industrial Semoulerie were subjected to a microbiological
analysis to determine the diversity of lactic acid bacteria. From the 53 isolated lactic
acid bacteria, 20 species were obtained after identification. A phenotypic
characterisation based on morphological, biochemical, physiological and
technological criteria were carried out. Phenotypic characterization based on
morphological and biochemical criteria was performed. The results obtained showed
that lactic acid bacteria isolated from wheat and flour belong to the genera
Pediococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Weissella, Streptococcus,
Leuconostoc and Aerococcus. The genus Enterococcus represents 39.62% of the
strains isolated, followed by Lactococcus and Streptococcus (15.09%), Lactobacillus
and Pediococcus (9.43%), Leuconostoc and Weissella (3.77%) and finally the genus

Aerococcus with a frequency of 1.88%.

Key words: Durum wheat, soft wheat, flour, lactic acid bacteria, characterization.
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Introduction

Introduction

Les céréales constituent de loin la ressource alimentaire la plus importante au monde a
la fois pour I’alimentation humaine et animale (Choueiri, 2003). Triticum spp par son
important pouvoir nutritionnel, demeure la principale ressource alimentaire de I’Homme.
C’est une céréale qui compte parmi les denrées alimentaires jouant un role vital et stratégique
pour la sécurité alimentaire du monde (Molinité, 2003). Au Grand Maghreb, les céréales et
leurs dérivés constituent I’épine dorsale du systéme alimentaire. La consommation moyenne
annuelle par habitant est trés importante et se chiffre autour de 320 kg (Bartali, 2001).

Cependant, les céréales, dont le blé, sont naturellement contaminées par des organismes
eucaryotes (moisissures et levures) et procaryotes (bactéries). Cette flore microbienne forme
un équilibre tres fragile et peut altérer la qualité lors des différentes phases de préparation de
la farine et les produits a base de farine, comme les aliments fermentés et les levains. Par
ailleurs, I’équilibre de la population microbienne totale présente dans les grains de blé peut
étre affecté par de nombreux facteurs. Parmi les facteurs de ce déséquilibre, on cite les
conditions climatiques, essentiellement la température et I’humidité et les conditions biotiques
liées aux attaques par des insectes et des moisissures et I’application des pesticides. Parmi les
microorganismes associés aux céréales, les bactéries lactiques jouent un rdle trés important
dans la préservation de 1’équilibre de la flore microbienne et la stabilisation des produits
finaux de la fermentation (Caplice, 1999).

Cependant, peu de travaux sont réalisés en Algérie et font I’objet d’une investigation sur
la biodiversité¢ de la flore lactique des céréales. A I’échelle internationale plusieurs travaux
sont publiés dans ce domaine, sur le bl¢ italien (Corsetti A et al. 2001, Corsetti A et al.
2007 ; Robert H et al. 2009), sur le blé francais (Bervas , Infantes ; 1991) et sur la farine
marocaine (Ennadir et al, 2014).

En effet, outre les fermentations dont elles sont responsables, les bactéries lactiques
empéchent la multiplication d’autres espéces bactériennes pathogenes ou susceptibles de
dégrader les produits alimentaires. Par exemple, bien que constitu¢ de viande, le saucisson ne
s’altére pas grace a la présence de bactéries lactiques. Ces dernieres s’opposent au
développement de Pseudomonas par le biais de la production d’acide lactique, d’une petite
quantité¢ d’eau oxygénée et ce, en exercant une action protéolytique et lipolytique. De plus,

les bactéries lactiques contribuent a la texture, a la saveur des aliments et a la production de
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composés aromatiques. Pour toutes ces propriétés, elles sont exploitées dans la technologie
des fromages (Gorenflot et al. 1989).

A Theure actuelle, les bactéries lactiques sont recherchées pour leurs qualités
nutritionnelle et thérapeutique dans des préparations appelées probiotiques (Patrignani et
al. 2006 ; Steijns et al. 2008; Cleveland et al. 2001 ; PaulRoss et al. 2002 ; Touré et
al. 2003). Les bactéries lactiques demeurent encore utilisées sous forme de levains artisanaux,
mais le développement de I’industrie de transformation a conduit a la production de ferments
industriels capables d’assurer a la fois la qualité et la consistance du produit (Pfeiler et al.
2007). Ces ferments sont des cultures pures ou un mélange appartenant aux genres :
Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus et Bifidobacterium |,
vue l'importance attribuée aux bactéries lactiques dans les domaines de 1’industrie
pharmaceutique et agroalimentaire (Holzapfel, 2002).

Leur valorisation pourrait avoir de fortes retombées socio-économiques, scientifiques et

environnementales.
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1. Définition du blé :

Les céréales sont un groupe des plantes annuelles cultivées, appartenant a la famille des
Poaceac (Guignard et Dupont, 2004). Cette famille, parmi toutes celles du régne végétal,
occupe une place a part, non seulement par le nombre de ses espéce, mais encore son ubiquité,
sa répartition et son intérét humain, historique comme économique (Mosiniak et al 2001 ;
Alais et al. 2003 ; Guignard et Dupont, 2004).

La plante de blé comme toutes les céréales est un systéme vivant qui peut étre divisé en
deux parties : une partie souterraine assurant la communication sol/plante, c’est le systeme
racinaire et une partie aérienne permettant les échanges plante-atmosphere, et notamment le

processus de photosynthese et de transpiration (Hadria, 2006).

Le grain de blé se présente sous la forme d’un corps ovoide dont les deux extrémités sont
inégales, et qui offre sur 'une de ses faces un sillon. Sur la face dorsale de I'une des extrémités
se trouve une légere dépression. Les membranes qui recouvrent le grain en ce point sont plus
fines, plus blanches et plissées. Cette dépression, qui est plus ou moins étendue suivant les
variétés de blé, correspond a I’embryon. A P'autre extrémité du grain se trouvent des poils plus

ou moins nombreux et plus ou moins longs. Ces poils constituent la brosse (Kermiche, 2013).

2. Historique :

La culture des céréales a permis I’essor des grandes civilisations, car elle a constitué
I'une des premieres activités agricoles. En effet, Il ya plus de trois millions d’années,
I’homme préhistorique était nomade, pratiquait la chasse et la cueillette des fruits pour assurer
sa nourriture. Le nomadisme a progressivement laissé la place a la sédentarité qui permit la
culture des céréales. Le bl¢ est I'une de ces céréales connue depuis I’antiquit¢ (Harlan,
1975 ; Ruel, 2006). Sa culture remontée au mésolithique vers 7000 avant Jésus-Christ
(Anonymel, 1981 ; Ruel, 2006). Le bl¢ dur provient des territoires de la Turquie, de la Syrie,
de I'raq et de I'Iran (Yves et de Buyer, 2000 ; Nedjah, 2015).

Le terme blé vient probablement du gaulois blato (a I’origine du vieux frangais blaie,
blee, blaier, blaver, d’ou le verbe emblaver, qui signifie ensemencer en bl¢) et désigne les
grains qui broyés, fournissant de la farine, pour des bouillies (polenta), des crépes ou du pain.
On trouve sous le nom de blé des especes variées: le genre Triticum (du latin Tritus, us=
broiement, frottement): le blé moderne (froment), I'orge (Hordeum) et le seigle (Secale

cereale), le blé noir (sarrasin) (Yves et de Buyer, 2000 ; Nedjah, 2015).

-
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3. Structure du grain de blé :

Le grain de bl¢ (Figure 01) est formé de trois parties distinctes : les enveloppes,

I’albumen, et le germe (Smith et Hui, 2004).

Pericarpe
Mesta
Couche nucellaire ou bamnde hyalirne

= =

Couche Aleurome

Poils de la brosse

Adbumen amylacd

Cellules remplies de granules
d'amidon insérés dans la marrice
protEigue

Couche de cellules a aleuroneas

Tissu nucellaire = Couche nucellaire
Testa

Endocarpe: cellules tubulaire
Méasocarpe: cellules transwversales

}T—'_pil:z:‘r_hc = Eypoderme et Epiderme

— Scutellum
Coleaptiles

Ebauche de la feuille de la plantule

Racine primaire
........ Coleoarhizc

Fig.01 : Coupe longitudinale d’un grain de bl¢ (Pomeranz, 1987).
3.1 Enveloppes de la graine :

Les enveloppes représentent 13 a 17 % du poids du grain de blé, contiennent des
quantités relativement ¢élevées de cellulose, de protéines et de minéraux. Elles sont d’épaisseur
variable et sont formées de tissus différents: Le péricarpe, le tégument séminal (testa) et les
cellules nucellaires ou épiderme du nucelle (Amendola et Rees, 2003).

3.1.1 Le péricarpe ou tégument du fruit :

Les tissus du péricarpe forment une mince couche de protection sur le grain de bl¢ entier,
I’examen microscopique du péricarpe montre qu’il est composé de plusieurs couches, nommeées
suivant leur position de I'extérieur vers lintérieur du grain comme suit : I’épiderme,
I’hypoderme, les restes de cellules & parois minces, les cellules intermédiaires, les cellules
transversales et les cellules tubulaires (Matz, 1991).

3.1.2 Le Testa :

Appelé aussi tégument séminal est composé d’une ou double couche de cellules. La

couche interne du tégument de blé est souvent trés pigmentée qui donne au grain sa couleur

caractéristique (Salman et al. 2007).
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3.1.3 Les cellules nucellaires ou épiderme du nucelle :

Encore appelés bande hyaline ou épiderme du nucelle, cette couche est composée d’une
assise cellulaire dont I’écrasement progressif li¢ au remplissage de I’albumen amylacé, ne
laisse place qu’aux parois cellulaires a maturité (Fulcher et Wong, 1980).

3.2. Albumen :

Il représente 80 % du grain de bl¢ (Roudaut et Lefrancq, 2005). L’albumen constitue la
réserve de stockage de la plante nécessaire pour la germination jusqu’a ce qu’elle émerge du
sol et en mesure de commencer la photosyntheése (Salman et al. 2007).

Il se compose d’un mélange intime de protéines et d’amidon. Les protéines sont présentes
sous forme de particules discretes et comme un matériel interstitiel. Différentes protéines sont
présentes dans I’albumen mais les quatre principaux groupes des protéines sont les gliadines,
les gluténines, les albumines et les globulines (Cauvain, 2003).

L’albumen est constitué de deux tissus bien distincts: la couche a aleurone et 1’albumen
amylacé plus interne. La couche a aleurone, riche en protéines et en lipides, renferme en outre
d’importantes quantités de micronutriments (minéraux). L’albumen amylacé est constitué
d’amidon enchassé au sein d’une matrice protéique plus ou moins dense (Surget et Barron,
2005).

3.3 Germe:

Le germe est partiellement incorporé dans I’albumen. Il est situ¢ a la base du grain
(Kermiche, 2013). Cette partie est composée d’un embryon (lui-méme formé de la coléoptile
de la gemmule, de la radicule, du coléorhize et de la coiffe) et du scutellum. Le germe est tres
riche en matieres grasses, en matieres azotées et en vitamines E et B (Kermiche, 2013).

Il comprend 2 parties, la plantule (future plante) et le cotylédon (réserve de nourriture tres
facilement assimilable, destinée a la plantule) qui contient I’essentiel des mati¢res grasses du

grain. Il représente 2% du poids du grain de blé (Alves et Xavier, 2002).

4. Composition biochimique du grain de blé :

Le grain de bl¢é est principalement constitué d’amidon (environ 70 %), de protéines (10
a 15 %) et de pentosanes (8 a 10 %) ; les autres constituants, sont les lipides, la cellulose, les
sucres libres, les minéraux et les vitamines (Feillet, 2000).

4.1 Protéines :

Les gliadines et les gluténines représentent 80 a 95 % des protéines du blé et forment
ensemble le gluten ; le reste est constitué par des protéines solubles telles I’albumine et des

globulines (Roudaut et Lefrancq, 2005).

-
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Composition en acides aminés essentiels : Selon Brink et Belay (2006), le grain de blé dur
est déficitaire en certains acides aminés comme le tryptophane et la méthionine et dans

certaine mesure en Lysine et en Thréonine (Tableau I).

Tableau. I : Composition en acides aminés essentiels du grain de bl¢ dur

(Brink et Belay, 2006).

Acides aminés Composition en mg/100g
Tryptophane 176
Lysine 303
Méthionine 221
Phénylalanine 681
Théonine 366
Valine 594
Leucine 934
Isoleucine 533

4 .2 Glucides :
Selon Manay et Shadaksharaswamy (2001) ; Dunford (2012), les glucides présentent
60 a 80 % de la matiere seéche du grain de blé. L’amidon est le glucide principal trouvé dans
I’albumen, les sucres (oses, dioses et trioses) sont présents dans le germe, les glucides des
enveloppes sont principalement la cellulose et ’hémicellulose (Tableau. II).
Tableau. II. Distribution des glucides dans les fractions de blé (g/100 grs) (Manay et
Shadaksharaswamy, 2001)

Glucides Albumen Germe Enveloppes
Amidon 95.8 31.5 14.1
Sucres 1.5 36.4 7.6
Cellulose 0.3 16.8 35.2
hémicellulose 2.4 15.3 43.1

4.2.1 Amidon : C’est un polymére de D-glucose, constituant une source excellente d’énergie,
il est surtout localis¢é dans I’albumen (Bushuk et Rasper, 1994 ; Roudaut et Lefrancq,
2005). Ce polysaccharide est composé de granules subdivisés en deux populations distinctes :

des gros granules et des petits granules. Les granules d’amidon de blé sont en effet des entités

-
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semi-cristallines formées principalement de deux types de molécules, I’amylose (26 a 28 %)
et ’amylopectine (72 a 74 %).

Les teneurs respectives en amylose et en amylopectine influencent les propriétés d’un
amidon tel que sa susceptibilit¢ a I’hydrolyse enzymatique (Massaux et al. 2006). Les
granules d’amidon de blé contiennent des lipides (BeMiller et Whistler, 2009).

4.2.2 L’amylose : est un homopolymére linéaire de 500 a 6000 unités de D-glucosyl (sous la
forme de D-glucopyranose) liées par des liaisons a-(1, 4) et quelques trés rares liaisons o-
(1,6). Sa masse moléculaire est comprise entre 100 et 1000 kDa (Feillet, 2000).

4.2.3 L’amylopectine : est le polyoside constituant I’amidon. Il differe de I’amylose par la
présence de branchements situés sur le carbone 6 de certains résidus de glucose de la chaine
de poly a (1, 4)-glucoside qui sert de motif fondamental. C’est donc un pont oxygéné a-(1, 6)
qui permet la fixation des chaines latérales (Kermiche M, 2013).

4.2.4 Glucides non assimilables (fibres) : Les grains de céréales contiennent une série de
structures des parois cellulaires qui sont une source de polysaccharides non amylacés, et sont
les principaux composants des fibres alimentaires (Garrow et al. 2000).

4.2.5 Les pentosanes : sont des polysaccharides non amylacés constitutifs des parois
vegétales (Feillet, 2000). Ils représentent un des composants mineurs de I’albumen de blé
(Kermiche, 2013). Les hémicelluloses sont des hétéropolysaccharides qui sont situés dans de
nombreuses parois des cellules végétales (Kermiche, 2013).

4.2.6 La Cellulose : est un homopolysaccharide linéaire. Les unités de D-glucose sont unies
par des Liaisons O-glycosidiques (B1 —» 4) (Moussard, 2006).

4.2.7 La lignine : est un polymeére tridimensionnel composé d’unités de phénol avec de
fortes liaisons intramoléculaires (Gropper et al. 2009). Les lignines dans les parois des
cellules végétales sont physiquement et chimiquement associées aux polysaccharides et aux
protéines (Tingshuang et al. 2002).

4.3 Lipides :

Les lipides du blé sont un mélange complexe de composants. Ils sont inégalement
répartis dans les différentes parties du grain de blé. Le tiers de la fraction lipidique total est
situé¢ dans le germe. Plus de 20 classes de lipides existent dans le grain de blé et peuvent étre
divisées en deux groupes, les lipides polaires et non polaires (Feillet, 2000).

4.4 Vitamines et Minéraux :
Selon Vierling (2008), la seule vitamine liposoluble présente dans le grain de bl¢ est
la vitamine E, la vitamine C est quasi absente. Le blé est une source intéressante en vitamines

du groupe B qui sont inégalement réparties dans les différentes parties du grain (Tableau III).

-
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Les minéraux formant une petite partie du grain de blé, et en proportion encore plus faible

dans I’albumen moins de 1% (Matz, 1991).

Le bl¢ contient du fer, du magnésium, du manganése, du cuivre et du zinc etc.
(Tableau IV). Ces constituants sont distribués principalement dans les couches extérieures et

dans le germe (Manay et Shadaksharaswamy, 2001).

Tableau III : Distribution de la vitamine du groupe B (g/100 grs) dans les différentes parties
de Grain de bl¢ (Manay et Shadaksharaswamy, 2001)

Thiamine Niacine Riboflavine Acide
B1) (B3) (B2) Pantothénique
(BS)
Péricarpe ,Testa, 1 4 5 8
bande hyaline
Couche a aleurone 31 84 37 39
Albumen 3 11.5 32 41
Scutellum 62.5 1 14 4
Embryon 2 1 12 3.5

Tableau IV : Eléments minéraux du grain de blé¢ (Kermiche, 2013)

Grain entier Germe Albumen Couche a aleurone

Total(%) 0.42 1.66 0.11 1.39
Zn (ppm) 40.4 222 14.1 119
Fe (ppm) 54.6 235 21.5 186
Mn (ppm) 56.4 402 8.80 130
Cu (ppm) 4.25 18 2.8 12

Ca (ppm) 335 1760 173 730
Mg (ppm) 0.15 0.54 0.02 0.58
K (ppm) 0.37 0.91 0.12 1.10

4.5 Enzymes du blé :
Les enzymes des grains de blé sont des protéines qui exercent une activité catalytique

spécifique d’un trés grand nombre de réactions chimiques. Les principaux facteurs du milieu
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qui contrdlent leur fonctionnement sont la température, le pH et I’activité de I’eau (Feillet,
2000).

4.5.1 Enzymes Amylolytiques :Les enzymes amylolytiques sont capables d’hydrolyser
I’amidon (amylose et amylopectine) et ses produits de dégradation (dextrines,
oligosaccharides)(Feillet, 2000).

4.5.2 Enzymes lipolytiques :

Lipases : Ce sont des enzymes qui hydrolysent des longues chaines de triglycérides
avec la formation des diglycérides, des monoglycérides, des glycérols et des acides gras
libres. Les lipases sont présentes en quantités significatives dans le germe de blé (Cauvain,
2003). Durant le stockage du blé, ’augmentation de la teneur en acides gras libres est due a
I’action des lipases présentes dans le grain (Salleh ef al. 2006 ; Carver, 2009).

Lipoxygénases : Les Lipoxygénases du blé sont des enzymes qui oxydent
spécifiquement des acides gras libres ou des monoglycérides possédant des doubles liaisons
non conjuguées, s’effectuent en présence d’oxygeéne (Feillet, 2000). Ces enzymes sont
présentes dans les enveloppes et dans le germe (Edwards, 2007).

4.5.3 Enzymes protéolytiques :

Le grain de blé contient certaines enzymes protéolytiques. Les aminopeptidases, les
carboxypeptidases, les endopeptidases et d’autres peptidases dont I’augmentation de I’activité
s’observe durant la germination du grain (Cichoke, 1999 ; Roberts ez al. 2000).

4.5.4 Phosphatases :

Les phosphatases sont des estérases appartenant a la famille des hydrolases qui
hydrolysent les esters de phosphate, dans le bl¢ (Cauvain, 2003).

4.5.5 Polyphénoloxydases :

Les polyphénoloxydases catalysent I’oxydation des phénols en quinones. Elles sont
concentrées dans les parties périphériques du grain et présentes en tres faible quantité,
(Feillet, 2000).

4.6 L’eau :

Les grains sont naturellement peu hydratés, leur teneur en eau varie avec le taux
d’humidité de D’air. L’équilibre se situe entre 13 et 15%. Du point de vue chimique et
physique, son action solvant favorise les réactions enzymatiques et les attaques microbiennes

lorsque sa teneur dans le grain dépasse le seuil d’équilibre (Feillet, 2000).

-
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Tableau. V : Composition chimique d’un grain de blé (Feillet, 2000)

Eau(%) Glucides Matiére Matiére Matiére
totaux(%) | protéique(%) | grasse(%) | minérale(%)
Blé entier 13 68-72 10 1,5-2 1,7-2,1
Enveloppe 13 65-68 17-19 4-5 6-7
Amande 13 74-76 9-12 0,7-1 0,4-0,5
farineuse
Germe 13 37-43 22-32 15-18 4-5

5. Stockage du blé :

A travers I’histoire, le stockage des grains des blés a fourni a des humains un
amortisseur contre 1’échec et la famine de récolté¢ (Druvefors, 2004).

5-1 Systeme de stockage traditionnelle « MATMOURAS » :

L’homme fait des efforts pour améliorer les conditions de stockage depuis MATMORAS
jusqu’aux silos modernes (Mokhtari, 2007). Les entrepoOts souterrains destinés au stockage des
grains est une pratique traditionnelle, trés ancienne et largement utilisée dans certaines régions
du Maroc sous le nom vernaculaire de MATMOUR.

Ce mode de stockage est aussi utilisé dans plusieurs pays de 1’Afrique, au Proche Orient,
en Asie et en Algérie, le paysan algérien, sur les Hautes plateaux, conservait le produit de ses
champs de blé (Kermiche M, 2013). Enceintes creusées dans un sol argileux sous forme
sphérique tronconique », généralement a un endroit surélevé ou proche de la ferme.

La capacité de ces lieux de stockage est variable (Mokhtari, 2007). Pour la construction
et la protection du grain stocké contre les fluctuations de température extérieure (Mokhtari,
2007).

Cependant ce type de stockage est parfois responsable de la fermentation des grains subit
avec le temps une fermentation spécifique en raison de la composition biochimique du grain
d’une part et d’autre part des conditions climatiques et la nature de matériaux utilisés pour la
confection du MATMOUR. La fermentation peut durer 4-9 ans. L’humidité constitue un
facteur important pour le développement de certaines bactéries responsables de la fermentation
des grains. La température, lorsqu’elle est assez élevée, peut favoriser la prolifération des

microorganismes présents dans la masse des céréales. L’augmentation de la température peut

.
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étre d’origine biologique ou climatique. L’échange de la chaleur entre le stock et le milieu
extérieur se fait a travers les parois et les ouvertures (Kermiche, 2013).

Le MATMOUR est fermée, ceci crée une atmosphére confinée autour des grains

favorisant le développement des microorganismes anaérobies (Kermiche, 2013).
Ces lieux de stockage est variable (Mokhtari, 2007). L’inconvénient majeur de cette méthode
de stockage, est la trop forte humidité et les eaux d’infiltration qui favorisent le développement
des microorganismes et les phénomeénes de fermentation bactérienne (Doumandji et al. 2003).
5.2 Stockage moderne :

Les modalités techniques ont vari¢ avec les époques et lieux. Les enjeux sont toujours
restés les mémes et I’évolution technique a surtout permis une augmentation des capacités de
stockage et une accélération des échanges. De nos jours les silos modernes permettent de
stocker plusieurs types de céréales en méme temps (Doumandji et al. 2003).

5.2 .1 Les silos en béton armé :

Ils sont généralement de treés grandes capacités, caractérisés par de fortes hauteurs de
I’ordre de 50 a 70 m et peuvent mémes atteindre des hauteurs de 100 m sans difficultés de
réalisation (Reimbert, 1982). Ils se prétent bien a I’utilisation comme silos portuaires du fait de
leur bonne résistance a la corrosion (Figure 02).

5.2.2 Les silos métaliques :

Selon la forme géométrique des cellules et la nature des parois métaliques, on distingue
plusieurs types de silos métalique (Ait Bella et Arabie, 1993) (Figure 03)

5.2.3 Les cases en métal :

Les casiers sont en forme des cellules ou des alvéoles. C’est une structure aérée et permet
une certaine ventilation naturelle du produit qu’on y entrepose (Boulal et al. 2007) (Figure 04)
5 .2.4 Stockage en sacs :

C’est la plus économique, se fait dans des sacs empilés sur des palettes (Appert, 1985)
(Figure 05).

5 .2.5 Stockage en plein air :
Le blé recouvrir pour la protégé des intempéries (Figure 06) (Boulal et al. 2007) .

0
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Fig.03 : Les silos en métal (Kermiche, 2013). Fig.04 : les cases en métal(Kermiche, 2013).

Fig. 05 : Stockage en sacs (Kermiche, 2013). Fig. 06 : Stockage en plein air (Kermiche, 2013).
6. Microorganismes du Blé :

Depuis le moment de leur initiation au sein de 1’épi jusqu’au passage au moulin ou a
I’'usine, les grains de blé sont soumis a des proliférations de bactéries, de levures, de
moisissures ou de parasites. Pendant la conservation, la microflore du grain a I’origine et celle
des produits de mouture subissent des modifications au cours du temps. (Kermiche, 2013).
6.1 Moisissures :

6.1.1 Flore des champs :

Les grains de blé sont contaminés par les microorganismes dans le champ, et cette
microflore est dominée par des moisissures (Deak, 2008). Les spores des champignons de
champ envahissent les grains et croissent dans le champ ou attendent le battage (Dendy et

Dobraszczyk, 2000).
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Les genres rencontrés sont: Alternaria, Fusarium, Cladosporium, Epicoccum et
Helminthosporium, Chaetomium, Curvularia, Rhizopus et Stemphylium (Kermiche, 2013).
Cette flore est bien adaptée a des changements rapides des conditions dans le champ. Elle
exige des activités en eau relativement élevées pour une croissance optimale (Adams et
Moss, 2008).

En fonction des conditions précises, ces champignons peuvent mourir lentement au
cours du stockage ou peuvent survivre pendant de longues périodes. La survie est plus longue
a basse température et a faibles niveaux d’humidité (Roberts, 2005).

6.1.2 Flore intermédiaire :

Elle est une catégorie a comportement plus diversifié et regroupe des germes capables
d’un développement limité, en début de stockage, en condition particuliere et notamment sur
grains insuffisamment secs. Les genres les plus rencontrés sont : Cladosporium, Rhizopus,
Absidia et Mucor (Kermiche, 2013).

6.1.3 Flore de stockage :

Les moisissures des grains de blé stockés sont présentes sous forme de mycélium
dormant sous le péricarpe ou spores en dormance sur la surface du grain. Cependant, un
certain nombre de moisissures sont superficiellement associées aux grains stockés. Les
principaux genres rencontrés sont : Aspergillus et Penicillium en raison de leurs capacités de
se développer sur tous substrats possibles et dans une large gamme de température et
d’humidité (Mathew et al. 2011).

6.2 .Levures :
6.2.1 Flore des champs :

Les populations de levures (champignons microscopiques le plus souvent unicellulaires
et non pigmentés) dépendent fortement des conditions climatiques au moment de la récolte.
Les genres rencontrés sont : Saccharomyces, Candida, Hansenula, Pichia ne donnent
généralement lieu qu’a de faibles niveaux de contamination, ne dépassant que rarement
quelques centaines de germes par gramme de grain. Au contraire, des quantités élevées des
levures sont souvent le signe d’une humidité élevée a la récolte et /ou d’un pré-stockage
humide avant séchage (Kermiche, 2013).

6.2.2 Flore de stockage :

Selon Petersson et Schniirer (1995) ; Druvefors et Schniirer (2004), la levure Pichia

anomala est fréquemment trouvée pendant le stockage étanche a I’air du blé. Cette levure est

un moyen de lute contre certains champignons d’altération du blé stocké tels que Penicillium
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roqueforti et Aspergillus candidus. En outre, le degré d’inhibition des champignons
d’altération est li¢ a la concentration des cellules de cette levure (Kermiche, 2013).
6.3 Bactéries :

Elles proviennent essentiellement du sol, peuvent étre identifiées suivant les critéres
actuels de la classification (Kermiche, 2013). Elles se rangent principalement dans les
familles suivantes : Pseudomonadaceae (Pseudomonas), Xanthomonadaceae (Xanthomonas),
Enterobacteriaceae, Lactobacillaceae, Bacillaceae, etc.

A la récolte, les produits céréaliers sont toujours faiblement contaminés par les
Streptomycetaceae, microorganismes que 1’on connait surtout pour leur aptitude a produire
des antibiotiques, et dont les principaux représentants sur grains semblent étre : Streptomyces

albus et Streptomyces griseus (Kermiche, 2013).

7. Transformation du blé :

On distingue deux especes de blé: le blé¢ tendre et le blé dur. Ces deux especes, se
différencient par la friabilit¢ de I'amande. L'amande du blé tendre est blanche et friable, tandis

que celle du blé dur est jaune et plus dure (Feillet, 2000 ; Jeantet et al. 2007).

Au moulin, les graines de blé tendre sont broyées en farine, celles-ci servent a la
fabrication de pains, de biscuits, de patisseries, de pizzas, de viennoiseries. A la semoulerie,
les grains de blé dur sont broyés en semoules, ceux-ci servent a la fabrication de pates et de

couscous c’est la transformation des graines (Nedjah, 2015).

. 8. Les variétés du blé

8.1 Variété du blé dur en Algérie

Les blés constituent le genre Triticum, qui comporte un certain nombre d’espéces
cultivées. Du point de vue génétique on peut les classer en diploides (7riticum monococcum),
tétraploides (7riticum turgidum), et hexaploides (Triticum aestivum). Ainsi I’origine du blé
dur est un hybride, résultant du croisement aléatoire et naturel de I’espéce Triticum
monococcum et une herbe spontanée apparentée au blé nommée Aegilops speltoides.

Les blés cultivés en Algérie appartiennent pour la presque totalité aux espéces 7.
aestivum L. (blé tendre) et T. durum Dest. (blé dur). A I'intérieur de chaque espéce on trouve
de nombreuses variétés botaniques. En effet, la diversité des blés Algériens a été a 1’origine,
étudiée a partir des caractéres morphologiques. D’autres paramétres tels que la taille, la forme

de I’épi, la position des barbes (Selmi, 2000 ; Ait—Slimane et Ait-Kaki, 2008).
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8.2 La variété mondiale du blé :
Les résultats d’expériences d’hybridation a montré que les génomes des graminées
peuvent souvent étre regroupés en deux types distincts. Chaque type a regu un nom A, B ou D

(Ferret, 1996 ; Selmi, 2000 ; Ait—Slimane et Ait-Kaki, 2008).

9. Statistiques de production blé :

Le blé dur et le blé tendre sont souvent agrégés dans les statistiques, et il est donc
difficile d’obtenir des chiffres fiables sur le blé dur seul. Selon les estimations de la FAO, en
1999-2003, la production mondiale moyenne de blé (blé tendre et blé dur confondus) s’est
élevée a 576 millions de t/an sur 209 millions d’ha. Dans le monde, le blé dur représente
moins de 10 % des superficies cultivées en blé. Les principaux pays producteurs de blé dur
sont ’Afrique du Nord, ou il couvre presque 50 % du total des superficies emblavées, les
Etats-Unis, le Canada et la Russie (Kermiche, 2013).

En Algérie, la superficie réservée a la céréaliculture est, en 2015, de 3,3 millions
d’hectares qui représentent 90% des terres cultivées.40% de cette surface sont destinés a la
production du blé dur. Ces rendements, restent treés bas puisqu’ils ne tournent qu’autour de 10
a 15Qx/ha, malgré les efforts fournis pour répondre aux besoins alimentaires de la population
qui est toujours croissante. Cette faible production est souvent expliquée par I'influence des
mauvaises conditions pédoclimatiques associées, notamment a : la désertification, I'érosion, la
pollution, les mauvaises pratiques agricoles, stress hydrique et la salinisation des sols

(Nedjah, 2015).
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1.Généralités
Les bactéries lactiques sont de trés anciens micro-organismes depuis trois milliards
d’années. Elles seraient donc apparues avant les cyanobactéries photosynthétiques qui ont

transformé I’atmosphére terrestre ancienne sans oxygene en atmosphére aérobie (Drider et

Prevost, 2009).

Les bactéries lactiques sont décrites pour la premiére fois par Orla Jenson au début de
vingtieme siecle. Elles sont des microorganismes utiles a I’homme lui participant a
I’élaboration de nombreux produits alimentaires fermentés. Elles jouent plusieurs rdles relatifs
aux caractéristiques organoleptiques, nutritionnelles et sanitaires de I’aliment (Pilet et al.
1998). Elles sont considérées comme non pathogenes et se voient attribuer le qualificatif
anglo-saxon d’organismes GRAS ( GENERALLY REGARDED AS SAFE)( Guetarni,
2013).

Elles sont des cellules procaryotes, hétérotrophes et organotrophes, formant un groupe
hétérogene constitué de cocci et de bacilles (Badis et al. 2005; Djidel, 2007). Ce sont des
bactéries a Gram positif, asporulantes, aéro-anaérobies facultatives ou micro-aérophiles,
généralement immobiles, acido-tolérantes et capable de croitre a des températures comprises
entre 10 et 45°C, dont la teneur en guanine et cytosine (G+C) est inférieure a 50% (Ababsa,
2012 ; Zhang et Cai, 2014).

Elles ont des exigences nutritionnelles complexes pour les acides aminés, les peptides,
les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides fermentescibles ; c’est la raison qui
explique leur abondance dans le lait (Bourgeois et Larpent, 1996 ; Laurent et al. 1998 ;
Hogg et Federighi, 2005).

Possédent un métabolisme exclusivement fermentaire, de quantités importantes d’acide
lactique a partir des sucres. La fermentation est dite :
e Homolactique si I’acide lactique produit constitue plus de 90% des produits de
fermentation.
e Hétérolactique facultative si elles produisent de I’acide lactique et de I’acide acétique.
e Hétérolactique stricte si elle produisent de I’acide lactique, de I’acide acétique ou de
I’éthanol et du CO> (Leveau et Bouix, 1993 ; Vandamme et al. 1996 ; Pilet et al.
2005).

En plus de l’acide lactique et des autres acides organiques qui empéchent le

développement des microorganismes indésirables par diminution du pH du milieu, le
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peroxyde d’hydrogene, le diacétyl, la reutérine, le dioxyde de carbone et les bactériocines
(Dortu et Thonart, 2009).

En générale ces bactéries ne possédent ni nitrate réductase, ni cytochrome oxydase (a
I’exception de quelques souches sous certaines conditions), elles sont protéolytiques, ne
liquéfient pas la gélatine, et ne forment plus d’indole ni d’hydrogéne sulfureux, ces bactéries
sont également incapables de fermenter le glycérol (Dellaglio et al. 1994 ; Salminen et al.

2004 ; Zhang et Cai, 2014).

2. Habitat :

Les bactéries lactiques ont été retrouvées dans des sédiments datant de 2.75 milliards
d’années bien avant ’apparition d’oxygeéne dans I’atmosphere, ce qui pourrait expliquer leur
caractére anaérobie. De plus, des études sur la phylogénie bactérienne mentionnent leur

apparition avant celle des cyanobactéries (Quiberoni et al. 2001 ; Guetarni, 2013).

Les bactéries lactiques sont présentes a 1’état libre dans I’environnement ou vivent en
association avec un hote(en symbiose), tel que '’homme ou I’animale, dans un écosystéme
bactérien comme le tractus gastro-intestinal ou génitale on peut les trouver aussi dans la cavité
buccal, des mammiféres (Klein et al. 1998 ; Hasssan et Frank, 2001).

Les bactéries lactiques sont ubiquistes, elles ont pour habitat de nombreux milieux
naturels. Elles se trouvent généralement associées a des aliments riches en sucres simples.
Elles peuvent étre isolées du lait, du fromage, de la viande et des végétaux (plantes et fruits)
( Konig et Frohlich, 2009).

3. Taxonomie des bactéries lactiques :

Décrites pour la premiere fois par Orla-Jensen au début XXe siecle (1919), les bactéries
lactiques constituent un groupe hétérogene, qui n’est pas clairement défini du point de vue
taxonomique (Lahtinen et al. 2012).

La monographie d’Orla-Jensen(1919) a constitué la base de la classification des
bactéries lactiques, les critéres utilisés ( morphologie cellulaire, types fermentaire, les
températures de croissance et ['utilisation des sucres), bien que I’avénement d’outils
taxonomiques plus modernes, les méthodes biologiques en particulier moléculaires, ont
considérablement augmenté le nombre de genres de bactéries lactiques a partir des quatre
genres :Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus et Streptococcus (Lahtinen et al. 2012).

Une importante étape a été franchie en 1977 par Woese et Fox qui ont introduit la

phylogénie moléculaire basée sur la séquence des ARN ribosomiques. Cette méthode a
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révolutionné la taxonomie des bactéries et la classification des bactéries lactiques a été
profondément modifiée. D’autres méthodes génotypiques (basés sur les acides nucléiques)
sont aussi utilisées en classification ; comme le pourcentage en GC de ’ADN ou I’hybridation

ADN : ADN (Salminen et al. 2004).

Streptococcacear

Tetragenococcus
Melixsocovcus
Vagococcus
Enferococcus
Catellicoceus

‘{: "Carnobacieriaceae™ 1

o ——— “"Carnobacteriaceac” |

—1___ _—  Lactobacillaceae

—  ——— "Lenconostocaceac”

TAerococcacear”

“Enterococcacear”™

Lacrobacillales

Aerococcus

Fig. 07 : Dendrogramme illustrant les relations phylogénétiques de I’ordre « Lactobacillales »
en se basant sur la comparaison des séquences d’ARNr 16S (Bergey’s manual of systematic
bacteriology, 2009).

3.1 Genre Lactobacillus :

En 1896, le genre Lactobacillus a été décrit pour la premicre fois par Beijerinck, et
I’espece type était Lactobacillus delbrueckii.

Le genre Lactobacillus est le genre principal et de loin le plus grand et le plus diversifié
de la famille de lactobacillaceae, il comprend actuellement 158 espeéces, sept de ces especes
sont constituées de 18 sous-especes (Zhang et Cai, 2014).

Il est également trés hétérogene, englobant les especes avec une grande variété
phénotypique, biochimiques et physiologiques. L’hétérogénéité se traduit par le pourcentage
GC de I’ADN des especes inclues dans ce genre. Cette gamme est de 32 a 55% (Zhang et
Cai, 2014). Certaines especes de lactobacilles produisant du gaz (par exemple, Lactobacillus
fermentum et Lactobacillus brevis) (De Vos et al. 2009).

Nombreuses d’entre elles sont des agents de fermentation lactique intervenant dans de
nombreuses industries ou qui sont rencontrées comme contaminations (Dworkin et al. 2006).

Le pH de croissance est compris entre 3 et 8 avec un optimum habituellement allant de
5,5 26,2 (Zhang et Cai, 2014).

A Torigine, les especes du genre Lactobacillus ont été regroupés en fonction de leur
température de croissance a un optimum entre 30 et 40°C (De Vos et al. 2009) et leurs

capacité a fermenter les hexoses, et par la suite en fonction de leur potentiel homo ou
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hétérofermentaire. Orla-Jensen (1919) a subdivisé ce groupe d’une maniére similaire a celle
des coques lactiques.
3.2 Genre Leuconostoc :

Le terme Leuconostoc vient du mot « Nostoc »qui est une algue bleue mucilagineuse et
« Leuco » veut dire blan (Sade, 2011). La premicre description du genre Leuconostoc a été
rapportée par Van Tieghem en 1878 (Zhang et Cai, 2014). Ces bactéries lactiques sont
apparues a l’origine, sous forme de chaines, d’aspect mucilagineux , non pigmenté. Les
premic€res souches ont été isolées a partir d’accidents apparus dans les sucreries. Les
leuconostocs responsables de ces accidents produisent du dextrane en milieu saccharosé
(entourées d’une gaine comme celle des Nostocs) (Zarour, 2010).

Au cours des dernieres années, plusieurs especes ont été reclacées a ’'intérieur du genre
Leuconostoc et de nouvelles especes y ont été ajoutées.(Zhang et cai, 2014).

En 1993, le groupe Leuc. paramesenteroides et certains lactobacilles hétérofermentaires
atypique ent été reclassées en un nouveau genre appelé Weisella (Sade, 2011 ; Zhang et cai,
2014).

Les leuconostocs sont des bactéries a Gram positif, immobiles, asporulées, anaérobies
facultatives avec une forme ovoide, associées en paire ou en chaines courtes, elles sont
exigeantes du point de vue nutritionnel et leur croissance est toujours lente, dont leurs
optimum de croissance est de 20 a 30°C (Bjokroth et al. 2009). Elles sont
chimioorganotrophes nécessitant pour se développer des milieux riches comportant des
facteurs de croissance complexes et des acides aminés. La croissance ne se fait qu’en présence
d’un sucre fermentescible (Lahtinen et al. 2012).

Ces bactéries ne sont pas pathogeénes et non hémolytiques. Elles ne possédent ni
catalase ni cytochromes oxydases. Elles ne produisent ni du NH3 a partir de I’arginine ni
d’indole et elles ne transforment pas les nitrates en nitrites (Kihal, 1996 ; Bjokroth et al.
2009).

Les leuconostocs principalement Leuc. mesenteroide subsp. cremoris et Leuc. lactis
sont utilisés en association avec les lactocoques dans I’industrie laitiére pour produire en plus
de I’acide lactique et du CO», des substances aromatiques telles que la diacétyle et ’acétoine a
partir des citrates du lait (Hadef, 2012).

3.3 Genre Weissella :

Les cellules de ce genre sont ovoides ou de courts batonnets a extrémités rondes qui

s’associent en paires ou en courtes chaines. Elles sont hétérofermentaires et sont généralement

immobiles. Cependant, une nouvelle espéce mobile avec flagelles péritriches, Weissella
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beninensis, a récemment été décrite par Padonou et al. (2010). Les especes du genre
Weissella sont connues pour produire divers EPS (Exopolysaccharides) , la température
optimale de croissance est de 15°C, mais quelques espéces peuvent croitre entre 42°C et
45°C, peuvent pousser a 10% de NaCl (Bjorjroth et Holzapfel, 2006 ; Lahtinen et al.
2012 ; Zhang et Cai, 2014).

3.4. Genre Oenococcus :

Ce sont des bactéries immobiles, asporulées de forme ellipsoidale a sphérique, avec un
arrangement en paires ou en chaines, non hémolytiques et généralement non protéolytique.
Elles exigent un milieu riche en acides aminés et en facteurs de croissance. Leur température
optimale est de 20°C a 30°C, acidophiles poussant a un pH initial de 4.8 (Bjorkroth et
Holzapfel, 2006 ; Zhang et Cai, 2014).

3.5. Genre Lactococcus :

Le genre Lactococcus associés a de nombreuses fermentations alimentaires et ne
possedent aucun caractere pathogene. Les produits végétaux constituent leur réservoir
principal, mais ils sont largement présents dans le lait et les produits laitiers (Pilet et al.
2005).

Les lactocoques se présentent sous forme de coques en paire ou en chaines de longueur
variable, ce sont des bactéries anaérobies facultatives, homofermentaires, ne produisant que
de l’acide lactique, seul Lactococcus lactis subsp, lactis biovar, diacetyllactis produit le
diacétyle. Leur température optimale de croissance est proche de 30°C, capable de se
développer a 10°C mais pas a 45°C ; certaines especes peuvent pousser a des températures
aussi basses que 7°C lors d’une incubation prolongée de 10 a 14 jours. Les cultures se
développent typiquement dans 4% de NaCl. Toutefois, Lc.lactis subsp. cremoris ne tolere
que 2,0% de NaCl, qui se trouve étre la seule exception connue. Les lactocoques poussent
mieux a des valeurs de pH quasi-neutre et cessent de croitre a un pH d’environ 4,5, Elles ne
sont pas hémolytiques et poussent pas a pH 9,6 ou en présence de 6,5% de NaCl sauf pour
I’espece Lactococcus garvieae (Schleifer et al. 1987 ; Salminen et al. 2004 ; Teuber et

Geis, 2006 ; Alomar, 2007 ; Lahtinen et al. 2012 ; Zhang et Cai, 2014).

3.6 Genre Enterococcus :

Le genre Enterocoque a été d’abord utilisé par Thiercelin et Jouhaud en 1899(Zhang
et Cai, 2014).

Ce genre représentent une hémolyse de type A et P et. Ce sont des cellules

homofermentaires, ovoides isolées en paires ou en courtes chaines. Quelques espéces sont
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mobiles par des petits flagelles et d’autres possédent une pseudo-catalase. Ce genre se
caractérise par sa tolérance a 6.5% NaCl, au pH: 9.6 et par la croissance a 35°C -37°C
(Tamime, 2002 ; Devriese, 2006 ; Ho et al. 2007).

3.7. Genre Streptococcus :

Ce genre est généralement divisé en trois groupes : pyogene (la plus part des especes
pathogenes et hémolytiques), oral (tel que S.salivarius, S.bovis) et les autres streptocoques
(Scheilfer, 1987).

Toutes les espéces du groupe streptocoques sont commensales, elles sont trouvées dans
les cavités buccales, gastro-intestinales et dans les tractus génitaux des mammiferes
(Facklam, 2002).

La seule espece de streptocoque qui soit utilisée en technologie alimentaire est
Streptococcus thermophilus (Stiles et Holzapfel, 1997), elle est se différencie par son habitat
(lait et produits laitiers) et son caractére non pathogene, la résistance a la température, la
capacité de croitre a 52°C (Haddie, 1986 ; Pilet et al. 2005).

S.thermophilus est I'une des bactéries lactiques thermophiles, largement employée en
tant que levain dans la fabrication de certains produits laitiers fermentés tel que le yaourt (en
culture mixte avec Lb.bulgaricus) et les fromages a pate cuite (en culture mixte avec
Lb.helveticus) (Hols et al. 2005 ; Delorme, 2008).

Elle est connue par une forte production d’arome tel que I’acétaldéhyde, et par sa
capacit¢ de produire de I’acide folique et des exopolysaccharides (Chaves et al. 2002 ;

Delorme, 2008).

3.8. Genre Aerococcus :

ce genre a une forme ovoide, immobiles, anaérobies facultatifs, dépourvues d’une
catalase et oxydase, a-hémolytique, homofermentaires et ADH négatif. Ces bactéries peuvent

croitre a une concentration de 6,5% de NaCl (Collins et Falsen, 2009).

3.9. Genre Carnobacterium :

Ce genre est constitué de batonnets courts parfois incurvés isolés ou en paires,
psychrotolérants, pouvant se développer a pH 9 mais pas a 4,5. Ces cellules sont incapables
de croitre a 8% de NaCl. Quelques espéces sont catalase positive en présence d’héme
(Hammes et Hertel, 2006).

3.10. Genre Vagococcus :

-
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Les cellules sont ovoides, isolées, en paires ou en chaines. La plupart des especes sont
mobiles par des flagelles péritriches. Elles sont homofermentaires, capables de croitre a 10°C
mais pas a 45°C (Collins, 2009).

4. Physiologie et voies métaboliques centrales des bactéries lactiques :
4.1. Transport des sucres :

La membrane cytoplasmique des cellules est imperméable a de nombreux composés et
peut donc entraver la pénétration des substrats utiles. Cette particularité est indispensable aux
bactéries car une membrane exagérément perméable laisserait s’échapper des composants
cellulaires précieux comme ATP, les nucléotides ou encore des intermédiaires métaboliques,
de plus le maintien d’un potentiel membranaire deviendrait alors impossible.

La membrane, structure hydrophobe, laisse donc pénétrer dans la cellule les composés
apolaires par diffusion mais se révele imperméable aux composés polaires hydratés comme
les sucres.

Ainsi, ’entrée de ces derniers solutés nécessite la présence de systeme de transport
localis¢é au niveau de la membrane. Chez la plupart des bactéries lactiques, deux sont
particuliérement importants :

- Le systeme phosphotransférase phosphoénolpyruvate dépendant(PTS), qui couple le
transport et la phosphorylation du glucide.

- Le systéme perméase énergie-dépendant, qui fait pénétrer les sucres sous forme libre
(Reynaud, 2006).
4.1.1. Le systeme perméase :

Ce systéme est basé sur la théorie chimiosmotique de Mitchell, (1973). D’apres ce
concept une enzyme membranaire (ATPas) couple ’hydrolyse de ’ATP a la sortie de protons
générant ainsi un potentiel électrochimique de protons, appelé force protomotrice, a travers la
membrane. Dans ce cas, le transport du sucre est couplé au mouvement de protons le long du
gradient électrochimique, il s’agit donc d’un transport actif puisqu’il peut s’effectuer contre le
gradient de concentration du sucre (Figure 8).

Une fois a I'intérieur de la cellule, le substrat carboné est phosphorylé grace a une kinas

ATP-dépendante puis va étre dégradé (Reynaud, 2006).

-
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Fig. 8 : Systéme perméase (Raynaud, 2006).
4.1.2. Le systéeme PTS :

Le systeme PTS (Phosphotransférase PEP-dépendant) (Figure 8) est impliqué dans le
transport de divers hydrates de carbone chez les bactéries. Il s’agit d’un groupe de
translocation qui catalyse de facon concomitante 1’entrée du sucre dans la cellule ainsi que sa
phosphorylation.

Différentes protéines sont impliquées dans ce systéme,

- les deux protéines de couplage énergétique, ’enzyme I (EI) et HPr, sont communes a tous
les systemes.

- « Enzyme II » (EIIS) : sont spécifiques du sucre et impliqués dans son transport. Chaque
perméase EII est constituée de trois (II, B, C) ou quatre (IIA, B, C, D) domaines ou protéines
selon le systéme.

Une suite de transferts du groupement phosphoryl du PEP vers le sucre s’effectue au
sein du groupe de translocation. Le processus commence avec le transfert du groupement
phosphoryl du PEP vers EI puis vers la protéine his-P qui a son tour catalyse la
phosphorylation d’EIl. Les domaines EIIA et B transférent le groupement phosphoryl
jusqu’au sucre spécifique.

Le systeme PTS semble énergétiquement plus favorable que le systéme perméase, en
effet, il couple entre et phosphorylation du sucre avec la dépense d’une molécule de PEP,
tandis que I’accumulation du sucre par un systéme non-PTS nécessite la dépense de plus d’un
équivalent ATP car transport et phosphorylation ATP-dépendante sont physiquement séparés
(Reynaud, 2006 ; Deutscher et al. 2006).

N
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Fig. 9: Systeme PTS (Reynaud, 2006).
4.2 . Catabolisme des sucres :

Toute croissance nécessite la production d’énergie et les bactéries lactiques ne font pas
exception a la regle (Atlan et al. 2008).

Par ce qu’elles ne posseédent pas un systeéme respiratoire fonctionnel, elles doivent
obtenir leur énergie par phosphorylation au niveau du substrat (Lahtinen et al. 2012).

Elles sont hétérotrophes, tirent leur énergie de la fermentation de substrats carbonés. Les
carbohydrates fermentés en acide lactique par les bactéries lactiques peuvent étre des
monosaccharides tels que des hexoses (glucose, galactose), des pentoses (xylose, ribose,
arabinose), hexitols et pentitols(mannitol, sorbitol, xylitol) ou des disaccharides(lactose,
saccharose, cellobiose, tréhalose).

La fermentation des sucres s’effectue essentiellement en trois étapes (Atlan et al. 2008) :
- Le transport du sucre a travers la membrane cellulaire.
- Le catabolisme intracellulaire du sucre.
- La formation et expulsion extracellulaire des métabolites terminaux.

Selon les genres ou espece, les bactéries lactiques utilisent principalement 1'une des
deux voies majeures du métabolisme des sucres. Il s’agit des voies homofermentaires
(Embden Meyrhof-Parnas, EMP) et hétérofermentaires (voie des pentoses-phosphate) (Atlan
et al. 2008).

4.2.1. Voie du métabolisme des sucres chez les bactéries lactiques:

Voie homofermentaire ou EMP :

Toutes les bactéries lactiques a I’exception des genres : Leuconstoc, Oencoccus,
Weissella et certaines especes du genre Lactobacillus, entravent la voie de la glycolyse pour

dégrader les hexoses (ex : glucose).

N
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Le fructose 1.6 bisphosphate aldolase (FBA), est une enzyme clé présente chez toutes
les especes homofermentaires et indispensables au fonctionnement de la voie EMP.

Aprés son transfert vers la cellule, le glucose subit une phosphorylation pour se
transformer en fructose qui est a son tour phosphorylé¢ en fructose 1-6 biphosphate (FBP)
puis clivé en dihydroxyacétone phosphate (DHAP) et glycéraldéhyde phosphate (GAP). Ces
deux derniers sont convertis en pyruvate.

Le pyruvate est dans une derniére étape réduit en acide lactique qui est le produit
unique : c’est la fermentation homolactique (Figure 9) (Mozzi et al. 2010).

Cette voie conduit dans des conditions optimales de croissance a la production de deux
molécules de lactate et deux molécules d’ATP par molécule de glucose consommeée
(Thompson et Gentry-Weeks, 1994).
CeH1;0, + 2ADP+2Pi — 2 (CH,-CHOH — COOH)+ 2ATP

Glucose Lactate

Dans les conditions défavorables telles les limitations du glucose, ces bactéries
produisent également 1’acide formique, 1’acide acétique, 1’éthanol et/ou le CO; par la voie de
fermentation des acides mixtes (Mozzi et al. 2010).

Voie hétérofermentraire ou voie des pentoses phosphate

Les principaux genres de bactéries lactiques présentant ce type de métabolisme sont les
leuconostocs et certains lactobacilles.

Ces microorganismes sont dépourvus d’une FBA (fructose 1-6 phosphate aldolase),
d’une triose-phosphate isomérase (TIP) ainsi que d’un systeme TPS fonctionnel. Dans ces
conditions, le glucose est accumulé¢ par I'intermédiaire d’un transport actif puis subit une
phosphorylation intracellulaire par le biais d’une glucokinase (GLK) ATP-dépendante.

Le glucose 6 phosphates emprunte ensuite la partie oxydative de la voie des pentoses-
phosphate qui conduit a la formation de xylulose 5 phosphates. Le xylulose 5 phosphates est
scindé en acétyl-phosphate et glycéraldéhyde 3 phosphates par la D-xylulose 5 phosphate
phosphocétolase, enzyme spécifique a la voie hétérofermentaire.

Enfin, D’acétyl-phosphate est converti en éthanol ou en acétate, et le GAP
(glycéraldéhyde-3-phosphate) qui rejoint la glycolyse est métabolisé en acide lactique.

Le métabolisme hétérofermentaire est deux fois moins énergétique que le métabolisme
homofermentaire puisqu’une mole de glucose conduite a la production d’une mole de lactate,
d’éthanol, de CO; et d’un seul ATP (Raynaud, 2006).

Glucose + Pi + ADP  — Lactate + ATP + €0, + éthanol

0
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Les hexoses autres que le glucose, tels que le mannose, le galactose et le fructose, sont
fermentés par beaucoup de bactéries lactiques.

Les sucres entrent dans les voies majeures au niveau de la glucose-6-phosphate ou
fructose-6-phosphate apres isomérisation et/ou phosphorylation.

Une exception importante est le métabolisme du galactose par les bactéries lactiques,
qui utilisent un systéme PTS ou une perméase pour 1’absorption de ce sucre (Salminen et al.

2004)
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Fig. 10 : Représentation schématique des principales voies de fermentation des Hexoses chez

les bactéries lactiques (Makhloufi, 2012).

1 glucose +2 Pi +2 ADP — 2 Lactate +2 ATP (homofermentation)

1 glucose+1 Pi +1 ADP——1 Lactate+1 éthanol (acétate)+1 CO2 +1 ATP (hétéro)

Tel que :
ATP : adénosine triphosphate. /ADP : adénosine di phosphate.
NAD" / NADH, H" : Couple oxydant/ réducteur du nicotinamide adénine dinucléotide.

Pi : phosphate inorganique.

4.2.2. Métabolisme du lactose :

Le lactose-6-phosphate intracellulaire issu du transport du lactose par le systéme
PTSlact(Figurell) est clivé en galactose-6-phosphate et glucose par la phospho-f-
galactosides(P-B-GAL). Le glucose, aprés phosphorylation par le PTSman ou la GLK;
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emprunte la glycolyse tandis que le glactose-6-phosphate suit la voie du tagatose qui elle-
méme rejoint la glycolyse au niveau des trioses-phosphate (Figure 11).
Il a été montré que les souches, qui métabolisent trés lentement ce sucre le transport via un
systeme perméase(Figure 12).

Le lactose est ensuite clivé en glucose et en galactose par la B-galactosidase, le glucose
emprunte la glycolyse, tandis que le galactose est dirigé vers la voie de Lenoire qui rejoint la

glycolyse (Figure 11) (Guetarni, 2013).
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Fig. 11 : Voie du tagatose ( a gauche) et voie de Lenoir (a droite)(Hutkins, 2001).
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Fig. 12 : Transport et métabolisme du lactose et du galactose chez les bactéries lactiques
(Thompson et Gentry-Weeks, 1994).
4.2.3. Métabolisme du citrate :
L’acide citrique est utilisé par de nombreuses especes .Cependant il ne peut étre dégradé

qu’en présence d’un substrat fermentescible et d’une source d’azote (Bekhouche, 2006).
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Le pyruvate peut résulter du catabolisme des citrates en présence d’une source d’énergie
comme le lactose. Les concentrations élevées en pyruvates sont en étroite relation avec la
capacité de la bactérie a transporter le citrate dans la cellule puis le transformer en pyruvates
(Collins et al. 1993 ; Cogan et al. 1981).

La premiere enzyme impliquée dans le métabolisme du citrate est la citrate perméase
qui permet le transport de celui-ci vers I'intérieur de la cellule. Cette enzyme est fonctionnelle
au pH inférieur a 6 et son optimum est a pH 5. A Dintérieur de la cellule, le citrate est
transformé en acétate et en oxaloacétate (Figure 13) par la citrate-lyase (citratase).
L’oxaloacétate produit au cours de ses réactions de catabolisme est ensuite converti en
pyruvate et CO> par une oxaloacétate-décarboxylase (Bourel et al. 2001 ; Salminen et al.
2004 ; Alexandre, 2008).

Les étapes conduisant a I’acétoine s’effectuent en présence des ions Mg et Mn'" et
de la thiamine pyrophosphate. Le reste des enzymes (acétolactate-synthase, diacétyl-
réductase, acétoine-réductase) sont constitutives chez Lactococcus lactis subsp. diacetylactis
ou partiellement inductible (acétolactate-synthase) chez Leuconostoc et chez certaines
bactéries hétérofermentaires. Kempler et Mc Kay(1979) ont démontré que le métabolisme du
citrate chez les bactéries lactiques est li¢ a la présence d’un plasmide (Cogan et al. 1981 ;

Bassit, 1994).
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Fig. 13 : Principales étapes du métabolisme du citrate chez les bactéries lactique (Atlan et al.
2008).
4.2.4. Activité protéolytique :

Les bactéries lactiques ont des besoins nutritionnels complexes, et les quantités d’acides
aminés ou de courts peptides trouvés dans le lait sont insuffisantes pour une croissance
optimale.

Des études plus précises ont permis de mettre en évidence des enzymes protéolytiques
différentes quant a leur nature et leur localisation. Ces bactéries possedent des protéases
localisées a I’extérieur de la membrane plasmique, liées a la paroi et capables d’hydrolyser la
caséine. Cette activité protéolytique est favorisée par les ions calcium et les pH acides.

Il a été démontré que les lactobacilles ont une activité protéolytique marquée (Figure
14) et produisent a partir des protéines complexes, des composés azotés de bas poids
moléculaire.

Ce qui explique la situation de S.thermophilus cultivée en association avec

Lb.bulgaricus ou avec Lb.helviticus et confirmant 1’absence de ces protéases intracellulaires

.
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chez la plupart des souches de S.thermophilus. De nembreuses protéases intracellulaires ont
¢été caractérisées telles que les métallo-protéases chez Lc.lactis et S.thermophilus.

De nembreuses protéases sont synthétisées par les bactéries lactiques. Elles peuvent
étre des aminopeptidases, dipeptidases ou tripeptidases, situées au niveau de la membrane
plasmique ou dans le cytoplasme (Salminen et al. 2004 ; Hols et al. 2005 ; Atlan et al.
2008).

Fig 14 : Systéme de protéolyse chez les bactéries (Grattepanche, 2005).

4.2.5. Métabolisme azoté :

De fait de leurs nombreuses auxotrophies pour les acides aminés, la croissance des
bactéries lactiques repose sur leur systeme protéolytique. Ces systémes comportent des
protéases intracellulaires, des systémes de transport spécifiques pour les peptides et une
multitude de peptidases intracellulaires. Les systémes protéiques des lactocoques et des
lactobacilles sont remarquablement similaires, en ce qui concerne leurs composants et leurs
modes d’action (Law et Hannndrikman, 1997 ; Savijoki et al. 2006).

Les études du systéme protéolytique ont été menées essentiellement pour le genre
Lactococcus et ont permis 1’établissement un modele de la protéolyse en trois étapes (Figure
15).

La premiére étape fait intervenir une protéase ancrée a la surface bactérienne, appelée

protéase de paroi (ou PrtP). Les peptides sont pris en charge par deux systémes de transport
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des oligopeptides pour traversé¢ I’enveloppe bactérienne. Des di et tripeptides peuvent aussi
étre transportés par deux autres systémes. Les acides aminés sont transportés par des systémes
de transport spécifiques. Enfin, dans le cytoplasme bactérien un éventail de peptidases
concourent a achever 1’hydrolyse des péptides en acides aminés (Savijoki et al. 2006 ; Atlan
et al. 2008 ; Picon et al. 2010).

Le catabolisme des acides aminés est une voie majeure de formation de molécules
aromatiques (alcool, aldéhydes, acides organiques,...),comme il peut étre une source
d’énergie pour certaines bactéries lactiques en cas de limitation en nutriments (Williams et al.

2001).
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Fig. 15 : Schéma du systéme protéolytique de Lactococcus lactis (Guetarni, 2013)

5. Besoins nutritionnels :

Les bactéries lactiques ont une faible aptitude biosynthétique et sont en principe
incapables d’assimiler directement les principaux précurseurs de leur environnement. Elles
requirent non seulement des substrats complexes carbonés, azotés mais aussi des facteurs de
croissance comme les vitamines et les oligoéléments dont le role des coenzymes est plus
important (Lenoir et al. 1992 ; Guetarni, 2013).

e Vitamines : jouent un role primordial dans le métabolisme cellulaire. Les bactéries
lactiques sont incapables de synthétiser des vitamines d’ou I'importance d’un apport
exogene en vitamines au milieu de culture (Desmazaude et De Roissart, 1994 ;

Guetarni, 2013).
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e Tons : ont une fonction de cofacteur pour de nombreuses enzymes, en effet le fer est
un ¢élément important puisqu’il a des affinités pour un grand nombre de molécules
chélatrices.

Il augmente la croissance et la production d’acide lactique pour les lactocoques ainsi le
calcium et magnésium exercent un effet crucial dans le métabolisme énergétique, le sodium
exerce un effet sélectif sur différentes espéces des bactéries lactiques (Boyaval, 1989 ;
Guetarni, 2013).

Le magnésium (Mg™) est un activateur des différentes réactions métaboliques : division
cellulaire, stabilisation des acides nucléiques ou hydrolyse peptidique, comme il est essentiel
pour les phosphokinases impliquées dans la glycolyse.

Le manganése (Mn™) joue un rdle important pour les bactéries lactiques en les
protégeant contre la toxicité de I’oxygene.

Il se substituerait au super oxyde dismutase pour é€liminer les radicaux du super
oxyde(O»). Le sodium (Na") quant a lui, exerce un effet sélectif sur les différentes espéces de

bactéries lactiques (Desmazeaud, 1992).

6. Applications industrielles des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques présentent des activités métaboliques assez diversifiées et une
capacité d’adaptation a différents environnement. Cette diversité est responsable de leur large
gamme d’application a I’échelle industrielle (Streit et al. 2008).

6.1. Domaine alimentaire :
6.1.1. Role sur la structure, la texture et les caractéristiques organoleptiques :

Dans I'industrie alimentaire, les bactéries lactiques permettent la conversion d’une
grande variété de matieres premieres, conduisant ainsi a de nombreux produits : saucissons,
les laits fermentés et les formages représentent des produits fabriqués a partir de maticres
premieres d’origine animale, tandis que la choucroute, les olives et certains vins (fermentation
malolactique) sont des exemples de transformation de matiéres premieres d’origine végétale.

Les bactéries lactiques ayant des activités sur odeur la texture et le saveur des produit
fermentés (Daly et al. 1998 ; Hugenholtz et al. 2002 ; Axelsson, 2004 ; Streit et al. 2008).
6.1.2. Role dans la conservation :

En industrie agro-alimentaire, les bactéries lactiques sont employées pour aider a la fois
a la fabrication et la conservation des produits (la production d’acide lactique et de
bactériocines) par I'inhibition des flores pathogenes (Lee et al. 2006 ; Boudjemaa, 2008 ;
Katcham et al. 2012).

-
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6.2. Domaine de santé :

L’intérét des bactéries lactiques en matiére de santé humaine a été initialement proposé au
début du XXéme siecle, en 1907 par le Russe Metchnikoff, selon lui les Lactobacillus.sp
pouvaient réduire la putréfaction intestinale en modifiant sa flore.

Le role des bactéries lactiques sur la santé était dans le cadre des probiotiques
(Langella et al. 2001 ; Calvez et al. 2009).

L’extraordinaire diversité de structures des EPS en fait une classe de molécules dont les
applications directes ou indirectes dans le domaine médical sont en plein essor. Le dextrane et
ses dérivés sont utilisés en laboratoire pour la purification de composés d’intérét médical
comme certaines enzymes, mais aussi comme outil thérapeutique en tant que «plasma
artificiel».

Ils peuvent servir pour I’encapsulation de médicaments dans le but d’un relargage
contrdlé ou en exploitation des propriétés biologiques de ces polymeres.

La préparation de vaccins a partir d’EPS évite I'utilisation des extraits cellulaires et
donc les effets secondaires provoqués par les métabolites tels que les lipopolysaccharides et
les protéines (Benasla, 2012).

7. Bactéries lactiques comme probiotiques :
7.1. Définitions :

Le terme probiotique a bénéfici¢ de plusieurs définitions qui ont évolué dans le temps
en fonction des connaissances scientifiques et des avancées technologiques. La notion de
probiotiques a été développée principalement grace aux travaux de Metchnikoff ayant suggéré
que I'ingestion de bactéries lactiques vivantes accroit la longévité en réduisant dans le tube
digestif la population de bactéries putrifiantes ou produisant des toxines. Une des premieres
définitions des probiotiques comme «facteurs promoteurs de croissance produits par des
microorganismes» a été proposé¢ par Lilly et Stillwell en 1965. Ensuite, Parker (1974) élargit
cette définition a des «organismes et substances qui contribuent a I’équilibre de la florey.
Cette définition inclut potentiellement des produits métaboliques microbiens y compris les
antibiotiques. Plus tard, Fuller en 1989, propose une définition trés proche du sens
actuel :«supplément alimentaire microbien vivant qui affecte de facon bénéfique 1’hdte en

améliorant 1’équilibre de sa flore intestinale».

La définition suivante introduit la notion de souche définie bien caractérisée d’un point
de vue taxonomique ainsi que la notion de quantité apporté a ’homme. La FAO (Food and

Agrigulture Organisation) et ’OMS (Organisation Mondiale de la Santé ; WHO) ont établi en

0
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2001 des lignes directrices pour Il'utilisation du terme «probiotique» dans les aliments
(FAO/OMS, 2001) et formulent la définition suivante : « micro-organismes vivants qui
lorsqu’ils sont administrés en quantités adéquates, exercent une action bénéfique sur la santé
de I’hote qui les ingere » (Malago et al. 2011; Mack, 2013).

IlIs contiennent uniquement les microorganismes non pathogeénes. De nombreux
microorganismes sont considérés comme probiotiques, parmi eux des bactéries lactiques telles
que Bifidobacterium animalis,  Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum,
Lb.acidophilus, Lb.bulgaricus, Lb.casei, et Streptococcus thermophilus (Makhloufi, 2012).
7.2 Sélection des bactéries lactiques comme probiotiques :

Le critere de viabilité ou de survie demeure essentiel dans la sélection des probiotiques
qui doivent parvenir vivantes au site de leur action, a savoir I'intestin, et donc résister aux
différents mécanismes de défense de I’hote. Les bactéries étant administrées par voie orale, il
faut qu’elles résistent a I’acidité gastrique, les sels biliaires et antibiotiques, adhésion aux
cellules épithéliales et produisent de substances antimicrobiennes (molécules a action
bactéricide/bactériostatique comme les acides organiques, le peroxyde d’hydrogene, le
dioxyde de carbone, le diacétyle et les bactériocines). Ces mécanismes antimicrobiens ont été
exploités pour améliorer la préservation des aliments (Titiek et al. 1996 ; Labioui et al.

2005 ; Guetarni, 2013).

o
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Identification de la souche par des méthodes phénotypique et
génotypique (genre, espece, souche).

e D¢pot de la souche dans une collection des cultures
internationale.

Caractérisation fonctionnelle
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Fig. 16 : Etapes de I’évaluation des probiotiques en vue d’une utilisation alimentaire
(Izquierdo Alegre, 2009)
7.3 Applications des probiotiques :
Grace a leurs propriétés nutritionnelles et thérapeutiques utilisées par les industries
agroalimentaires et pharmaceutiques, les probiotiques sont parfois utilisés comme
compléments dans des produits ou bien dans des préparations pharmaceutiques sous forme de

gélules.

-



Chapitre II : Bactéries lactiques Etude bibliographique

7.3.1. Effet des probiotiques sur la santé humaine :
Ameélioration de la digestion du lactose :

L’un des effets des bactéries lactiques qui a €té le plus mis en avant et démentré chez
I’homme est celui qui concerne I’amélioration de I’intolérence au lactose. Ce disaccharides,
présent exclusivement dans le lait et ses dérivés, est formé de glucose et de galactose reliés
entre eux par une liaison B. Sa digestion nécessite une lactase, ou [B-galactosidase, qui
hydrolyse cette liaison et permet alors I’absorption des sucres simples libérés. Chez les
personnes souffrant d’intolérance au lactose primaire un déclin de la production de cette
enzyme est observé au-dela de la petite enfance et ’'intélrance secondaire est représentée par
les maladies dont la conséquence est une réduction de la surface de digestion-absorption
intestinale ou une accélération du transit j¢junal (Izquierdo Alegre, 2009).

Réduction du taux de cholestérol sanguin :

Plusieurs études ont montré que la consommation des produits contenant des
probiotiques entraine une diminution du taux de cholestérol dans le sang. Et par conséquent la
réduction de taux d’hypercholestérolémie responsable des maladies coronariens (Dilmi
Bouras, 2006) ont montré que les Dbactéries lactiques produisant de
I’hydroxyméthylglutarate, qui inhibe I’enzyme I’hydroxyméthylglutaryl-réductase intervenant
dans la synthése du cholestérol. L’administration de laits fermentés contenant une grande
quantité de Bifidobacterium (10° UFC/g) a des patients ayant un taux de cholestérol élevé
permet de diminuer la quantité de cholestérol de 3 a 1,5g/1 (Gournier-Chéateau et al. 1994).
Diminution des allergies alimentaires :

L’allergie alimentaire se traduit souvent par de l’eczéma atopique. Les traitements
curatif et préventif de cette pathologie par des bactéries lactiques ont été évalués lors d’une
¢tude clinique sur 27 enfants nourris au sein et souffrant d’eczéma atopique par Isolauri et al/
(2000).

Il a été notamment observé qu’aprés deux mois de traitement avec une formule
supplémentée en Lb.rhamnosus et B.lactis, 11 y a eu une amélioration plus rapide de 1’état
atopique en comparaison avec le groupe placebo. Un effet préventif de Lb.rhamnosus a aussi
été observé chez des enfants a risques nés de parents atopiques (Izquierdo Alegre, 2009).
Réduction du risque de diarrhée

Plusieurs types de diarrhées sont dus a des infections microbiennes. Des effets
protecteurs de souches probiotiques contre certaines infections intestinales ont été observés
sur des animaux. Les mécanismes potentiellement impliqués incluent la production d’acides

lactique, de peroxyde d’hydrogene, d’autres substances antimicrobiennes telles que les
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bactériocines, la compétition pour des nutriments ou des récepteurs d’adhésion, des actions
anti toxiques et la stimulation du systéme immunitaire. Plusieurs études randomisées
contr6lées sur 'homme ont montré I’efficacité des souches probiotiques pour prévenir ou
atténuer les perturbations digestives liées a la prise d’antibiotiques et les diarrhées
nosocomiales infantiles dues surtout a des rotavirus. Cependant, ces effets ne sont pas
universels et les probiotiques ne semblent pas efficaces en toutes circonstances (Izquierdo
Alegre, 2009).

Traitement des maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) :

L’utilisation de probiotiques a émergé comme un outil thérapeutique intéressant pour le
traitement des patients, représentant une alternative intéressante a I’utilisation de drogues
immunosuppressives/anti-inflammatoires qui présentent de nombreux effets secondaires
(Grangette, 2011).

Prévention du cancer du colon et autres cancers

La flore intestinale et le systéme immunitaire jouent un rdle dans la cancérogencse
colique, ces deux parametres pouvant étre eux-mémes modulés par des probiotiques. Plusieurs
¢tudes ont montré que certains probiotiques pouvaient diminuer I’activit¢ d’enzymes, la
concentration de mutagénes ou d’acides biliaires secondaires dans les selles

. Les probiotiques pourraient aussi empécher la croissance d’autres souches qui
transforment les procancérogénes en cancérogeénes, réduisant ainsi la quantité de
cancérogenes dans I’intestin (Maroni, 2007 ; Izquierdo Alegre, 2009).

Effets sur le systéeme immunitaire :

Des études ont montré que I’ajout des probiotiques compact certaines effets de
I’affaiblissement du systéme immunitaire et en particulier renforce I’activité des cellules
naturelles (Gill et al. 2001).

Le systeme fonctionne en provoquant une augmentation de la production des IgA, 1gG,
IgM, cytokines anti-inflammatoires, interleukines et interférones (Attouri et Lemonier,
1997).

Effets sur infection par Helicobacter pylori

Helicobacter pylori est une bactérie impliquée dans la survenue et les récidives des gastrites
et ulcéres gastro-duodénaux. Des traveaux réalisés in vivo et in vitro indiquent que les
bactéries lactiques peuvent inhibier la croissance de Helicobacter pylori et diminuer I’activité
uréasique nécessaire pour que l’agent pathogeéne reste dans le milieu acide de 1’estomac

(FAO/OMS, 2001).
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Partie expérimentale

Chapitre 1 : Matériel et Méthodes

L’ensemble de ce travail a été réalisé au niveau de :

- la Semoulerie Industrielle de Mitidja pour faire un échantillonnage en matiere de
blé et farine durant les mois de Novembre au Décembre 2016 ;

- laboratoire de Microbiologie de 1’Université de Khemis-Miliana pour isoler et

caracteériser des bactéries lactiques du mois de Février au Mai 2017.

Semoulerie Industrielle de la Mitidja
Historique :

L’Entreprise a ¢été fondée en 1990 par Monsieur TAIEB EZZRAIMI
Abdelkader en tant que petite sociéte familiale dans le domaine de la Minoterie-
Semoulerie ou elle a fait office de pionniere en sa qualité de premiere société
privée dans cette filiere d’activité en Algérie.

D’une dimension familiale modeste a sa création, la société SIM a connu
dés ses premic¢res années d’activité une croissance active et soutenue pour
s’ériger actuellement en wun groupe industriel, commercial et financier d’une
envergure nationale largement consacrée.

Outre l’extension et le développement de sa premiere filiale dans L’Agro-
alimentaire; le Groupe SIM-SPA a élargi ses activités vers d’autres créneaux par

la création de plusieurs filiales.

Secteur Industriel :
- Une filiale meunerie.

- Une filiale eaux minérales, jus, conserves et boissons.

Secteur de la santé :

- Une clinique Médico-chirurgicale.(Clinique Amina).

Secteur de la construction :
- Une filiale dédiée a la promotion immobiliére et a la gestion d’infrastructures sportives et

de détente.
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Secteur de I’enseignement de la formation:

- Un complexe scolaire de différents paliers.

- Deux instituts de management.

Participation et partenariat du groupe :

« Société mixte (Sonatrach-Sonelgaz-Sim) dédiée au développement des énergies
renouvelables.

* Société mixte Algéro-Italienne dédiée a la fabrication d’équipement et d’accessoires de
meunerie.

* Société mixte Algéro-Frangaise dédiée a I’aliment de Bétail.

Effectif globale du groupe : 2.200 agents.

La Semoulerie Industrielle de la Mitidja (Filiale agroalimentaire) est située a la zone
industrielle de AIN ROMANA commune de MOUZAIA. Elle est érigée sur un terrain de
120.000 m? dont 70.000 m? couverts et emploie 900 personnes dont 90 cadres et 555

ouvriers d’exécution.

La capacité de trituration est de 25 000 Q/Jour, répartis comme suit :

e Semoulerie (blé dur) : 15.000 Q/Jour.

e Semoulerie (blé tendre) : 10.000 Q/Jour.

e Pates et couscous : 6.500 Q/Jour.

e Les sites d’Ain Romana et Ain Defla concourent respectivement a la production a hauteur
de 22.500 Q/Jour et 2.500 Q/Jour.

La capacité de production de I’usine se présente comme suit :
e Semoule et farine : 2.500 tonnes/Jour.

e Pates alimentaires : 400 tonnes/Jour.

e Couscous : 155 tonnes/Jour.

e Aliments du bétail : 600 tonnes/Jour.

Cette production est assurée par :

3 semouleries.

3 minoteries.

4 lignes de production de pates longues.
6 lignes de production de couscous.

1 unité d’aliments du bétail.
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1 ensemble de silos de stockage de 85.000 tonnes.
Les produits SIM conformes aux normes ISO 9001-2000 (semoule, farine, pates
alimentaires, couscous) sont aujourd’hui vendus en France, Canada, Soudan, Niger, Mali,

Tchad, Egypte, Sénégal, Libye.

AGRO SIM :

Filiale chargée de I’approvisionnent en céréales pour les besoins propres du groupe
et ceux du marché algérien.

Situé sur 1’axe routier principal 8 AIN DEFLA et proche des ports de Mostaganem et
TENES, ce site de 20.000 m? abrite des silos de 80.000 tonnes, des silos de 10.000 tonnes a
TENES, des silos de 65.000 tonnes &8 MOUZATIA et un laboratoire moderne de controle et
d’agréage des arrivages de blés et d’analyses bactériologiques.
1.Matériel :

Pour la réalisation de différentes parties expérimentales, on s’est servi le matériel
suivant :
1.1. Matériel biologique :
1.1.1.Blé:
Trois types du ble ont été utilisés : blé dur Algérien(B), ble dur Canadien (B’) et blé
tendre Francais (B").
- L’échantillonnage de blé est fait a partir des grands silos en métal fermés. Les
échantillons sont conservés dans des sacs en papier.
1.1.2. Lafarine :

Le type de la farine utilisé c’est la farine panifiable (F). L’échantillonnage de la
farine est aussi effectué au niveau de la semoulerie et directement a partir de I’appareil
cylindre, dans des sacs.

1.2. Milieux de culture :
Les milieux de cultures utilisés au cours de cette étude expérimentale sont les

suivants (Tableau VI).
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Tableau VI. Les milieux de cultures utilisés.

Les milieux de cultures Leurs roles

Gélose MRS L’isolement des bactéries lactiques

Gélose VF La recherche de type respiratoire des bactéries isolées
Gélose au tellurite La recherche de la résistance au tellurite

Gélose au lait L’activité protéolytique

Gélose au jaune d’ceuf La recherche de lécithines

Gélose au sang Test d’hémolyse

Gélose KMK La recherche de la citratase

Gélose au Tween 80 L’activité lipolytique

2. Méthodes:

1.Analyse de I’échantillon:
Des échantillons du blé dur, blé tendre et farine prélevés de la Semoulerie

Industrielles de la Mitidja ( au nombre de trois échantillons pour le blgé), ayant subi des
tests pour prendre une idée sur la qualité du blé et de la farine prélevées avant d’entamer

I’isolement des bactéries lactiques.

1.1 Aspect visuel:
C’est le controle du blé arrivé de CCLS a I’usine, pour conaitre le type de blé ( dur

ou tendre) et aider aussi pour la distination de nos produits.
1.2. Etapes de nétoyage :
Apres la premiere étape, une quantité du blé arrivée est prélevée pour I’agréage.

Agréage : c¢’est une méthode a traves laquelle on peut obtenir des grains de blé sains c'est-
a-dire tous ce qui n’est pas du blé (grain métadiné, orge, impurté, piqué, coloré, grain de
nigelle...) et aussi des grains maigres ou bien écrasés. On les sépare au début par
’utilisation des tamis a diamétre de 1.9mm pour le blé¢ dur et 2mm pour le blé tendre, et

ensuite on termine par une séparation manuelle (Figure 20).
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Fig. 17 : L’étape d’agréage.

1.3. Analyses biochimiques :

Pour déterminer les différents composistion biochimique du blé, a 1’aide d’une
appareil qui s’appelle Infratec qui nous donne le pourcentage de : protéine, amidon,
humidité, zeleny et glutin. Ces dérniers ont un role pour conaitre 1’origine de blé arrivée et

sa qualite.

2.1 : Préparation de I’échantillon a analyser:
A- Fermentation de blé :

Une fermentation de 600g de ble a éte réalisée dans une zone stérile au niveau de
laboratoire microbiologique de SIM, dont on prend a I’aide d’une pipette graduée 15ml de
I’eau physiologique et 15ml de vinaigre de 95° mélangé dans des flacons stériles a couleur
sombre. On met ces flacons dans un endroit humide et a I’obscurité pour une période de 2 a

4 mois (Kermiche, 2013).
B- La préparation de la solution mere:

1- On verse dans un flacon stérile 200 ml d’eau distillée stérile et une quantité de 60g

de blé .On met ces flacons dans un endroit humide et 4 ’obscurité de 48h a 72h.

2- Dans un flacon contient 60g de blé stérile on verse une quantité de 100mL de
vinaigre et 100mL de I’eau distillée stérile, les flacons misent dans un endroit

humide a ’obscurité de 48h a 72h.

Pour obtenir la solution mere on écrase dans un mortier les grains de trois types de

blé qui sont déja trés humides.
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Fig. 18 : les trois types du blé aprés fermentation.

C- La solution mére de la Farine a analyser:

Sous conditions d’asepsie, on mesure 1g de la farine (SIM) dans une capsule en

verre stérile et a I’aide d’une micropipette on verse 3ml de I’eau physiologique.

2.2. Isolement et purification des bactéries lactiques :

Les genres étudiés sont mis en évidence sur le milieu MRS , milieu complexe et
riche, a été utilisé pour la plupart des précultures et cultures (Terzaghi and Sandine,
1975).

A partir de chaque solution mére (des produits a analyser), des dilutions décimales
jusqu’a 107 sont réalisées :

-Repartir stérilement 9ml de diluant(1’eau physiologique) dans une série de tubes ;

-Agiter la solution mere pour assurer une repartition homogeéne des micro-organismes ;
-Prélever 1ml de la solution a analyser et transférer dans le tube n°1 ;on obtient ainsi la
dilution 107 ;

-Apreés agitation, prélever 1ml de la dilution 10 et transférer dans le tube n°2 pour obtenir
la dilution 107 et ainsi de suite jusqu’a ’obtention de différentes dilutions (

103,104, 10°, 109).

A partir de la derniere dilution, des boites de Pétri contenant de la gélose MRS(6 a
9ml du gélose été coulé) sont ensemencées en surface par les dilutions 10, 10t 10°°.

L’incubation des boites de Pétri se fait a 37°C pendant 24 a 48h. Une colonie bien
distincte a été prélevée aseptiquement et mise dans le bouillon MRS et incubée a 37°C
pendant 24h.
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Plusieurs repicages ont été faits pour obtenir une souche pure. Les souches pures ont
¢été conservées dans le bouillon MRS. On obtient I’inoculum avec lequel nous avons réalisé

tous les tests (Figure 18 et 19)(Guetarni, 2013).
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uﬁ Bouillon MRS

Incubation a 37°C pendant 24h

Fig .19 : Isolement des bactéries lactiques a partir du blé (avec et sans vinaigre) (SIM) sur
gélose MRS et repiquage sur bouillon MRS.
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Fig. 20 : isolement des bactéries lactiques a partir de la farine(SIM) sur gélose MRS et
repiquage sur bouillon MRS.
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Aprés la purification on réalise différents tests pour caractériser et identifier les

souches obtenus lors de 1’isolement.
2.3. Identification des bactéries lactiques isolées :

2.3.1. Examen macroscopique et microscopique :

La coloration de Gram a été utilisée pour classer les bactéries selon leur Gram, leur
morphologie et leur mode d’association (Belarbi, 2015), les colonies obtenues sont
observées au microscope optique apres fixation d’un frottis et la coloration de Gram, qui ce

fait en 3 étapes :

- Dans un premier temps, les cellules sont colorées avec du violet de gentiane pendant
deux minutes. Ce colorant présente des affinités avec les composants du cytoplasme ; par
conséquent les cellules se colorent en bleu-violet quelle que soit le type de paroi. Aprés
ringage a I’eau déminéralisée, une solution d’iodo-iodurée (lugol) est étalée sur les cellules
pour fixer la couleur. Aprés 30 secondes, les cellules sont a nouveau rincées a 1’eau
déminéralisée. Dans un deuxieme temps, une décoloration est réalisée par rincage avec de
I’éthanol a 95% (15s). Pour terminer, une recoloration a la fuchsine est realisée (10s).
(Guetarni, 2013). Seuls les isolats catalase négatives et Gram positifs sont retenus pour
une identification (Labioui et al, 2005).

2.3.2. Tests biochimiques et physiologiques :

Touts les tests sont réalisés sur des cultures jeunes préparées a partir des souches
conservées. Une culture sur bouillon MRS est préparée, dont on préléve, a 1’aide d’une
anse de platine stérile, quelques colonies qui sont ensuite incorporées dans le tube
contenant le bouillon MRS préalablement stérilisés et incubées a 37°C pendant 24 a 48h
(Tableau VII).

Tableau VII : Tableau représentatif les tests biochimiques et leurs objectifs

.
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Test

Objectif

Recherche de la catalase

La capacité de la décomposition du
peroxyde d’hydrogéne par les souches

isolées

Recherche de I’oxydase

La cytochrome oxydase ou oxydase est
uneenzymede la chaine respiratoire
bactérienne qui  catalyse des réactions
d'oxydation .

Recherche du nitrate réductase

Pour connaitre si la bactérie capable de

réduire le nitrate en nitrite

Mannitol-Mobilité

Permet de voir si la bactérie capable de
fermenter le Mannitol et en parallele 1’étude

de la mobilité de celle-ci.

Recherche de type respiratoire

permet de classer les bactéries selon leur

type respiratoire

La croissance en milieux hostiles

-La tolérance a pH 4.5 et 6.5% et celle de NaCl
(2, 4, 6%).

- Thermorésistance a 65°C.

- Résistance au tellurite.

- Culture sur lait de Sherman (au bleu de

méthylene)

La recherche de type fermentaire

Permet de classer les bactéries isolées

hétéro ou homofermentaires.

Test a I'urée

la recherche de la présence de I’enzyme

uréase et triptophanase.

La recherche de I’ADH, LDC et ODC

Si la Dbactérie possede [D’arginine
dihydrolase, lysine et ornithine

décarboxylase.

L’utilisation du citrate

La capacit¢ d’utilis¢é de citrate par les

bactéries isolées

La production d’acétoine

Permet de voir si la bactéries est capable de

produire de I’acétoine
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Test Objectif

Culture sur lait tournesolé Observer si la bactérie capable de coaguler,

acidifier et réduire la teinture de tournesol.

La recherche de gélatinase base sur la recherche de gélatinase chez les

bactéries isolées.

Test d’hémolyse Pour voir si les isolats sont capables
d’hydrolyser les globules rouges ou non

Recherche de la f-galactosidase La présence de I’enzyme de -galactosidase

Test TSI La fermentation des trois sucres

(Saccharose, lactose et glucose)

Etude de profil fermentaire Basé sur la fermentation des différents

sucres par les bactéries isolees

Test de la catalase :

Le test de la catalase sert a démontrer si la bactérie possede I’enzyme catalase
servant a décomposer le peroxyde d’hydrogene.

L’activité catalytique consiste a prélever une colonie sur gélose MRS et dissociée
dans une goutte d’eau oxygénée(H202) a 10 volumes ; I’apparition de bulles révélant le

dégagement d’oxygéne (Ahmed et Irene, 2007).

Test de ’oxydase

Ce test détecte un type particulier de chaine respiratoire qui comporte en fin de
chaine un cytochrome C et I'oxydase associée.

Une petite surface de papier filtre est humectée avec quelques gouttes de réactif de
l'oxydase de Kovacs et on y étale une petite quantité de cellules bactériennes. Les especes
oxydase-positives donnent une coloration violette immédiatement ou dans les 10 secondes
(Savadogo, 2004).

Recherche de la nitrate-réductase :

Cette enzyme est capable de catalyser la réaction de réduction des nitrates (NOz). A
une culture en milieu nitraté ensemencé et incubé a 37°C, on rajoute le réactif nitrate |
(acide sulfanilique), puis le réactif nitrate II (a-naphtylamine). La coloration en rouge
indique que le nitrate est dégradé par la bactérie.

C’est il y a une absence de coloration on ajoute la poudre de zinc, aprés environ 5

minutes, 1’absence de coloration la bactéric a Nitrate positif, la bactérie réduisent les
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nitrites jusqu’au stade azote gazeux et la coloration en rouge ou rose indique que la

bactérie ne posséde pas le nitrate réductase(Larpent, 1997).

Test Mannitol-Mobilité :

Le test permettant de rechercher simultanément la fermentation du mannitol et
I’étude de la mobilité de la souche. L’ensemencement du milieu s’est fait par piqlre
centrale dans le culot jusqu’au fond du tube. Aprés 24h a 37C° d’incubation, la
fermentation du mannitol se révéle par une acidification du milieu qui fait virer I’indicateur
de pH au jaune.

La mobilité se traduit par la diffusion des bactéries a partir de la ligne
d’ensemencement vers la périphérie, en créant une turbidité. Les bactéries immobiles

poussent uniquement le long de la piqure centrale (Amara et Khaladi, 2015).

Type respiratoire:

D’aprés Benslimani, (2006), ce test nous permet de classer les bactéries selon leur
type respiratoire en 4 catégories principales selon les résultats : aérobies, anaérobies, a€o-
anaérobies et micro aérophiles.

Nous utilisons pour ce test la gélose profonde de type viande-foie(VF) repartie en
tubes en culot. On ensemence le milieu a I’aide d’une pipette Pasteur que I’on prolonge au
fond du tube puis que 1’on remonte en décrivant une spirale de fagon a ensemencer
uniformement le milieu sur toute la hauteur. Le milieu est mis a incuber a 37°C pendant 48
heures.

Apres I’incubation la lecture est :

- Les bactéries aérobies strictes se développent seulement en surface.
- Les bactéries anaérobies strictes se développent au fond du tube.
- Les bactéries aéro-anaérobies facultatives se développent sur toute la hauteur.

- Les bactéries micro-aérophiles se développent dans une zone intermédiaire.

Croissance en milieu hostiles :
el a culture a pH 4.5 et 6.5% et en présence de NaCl a 2, 4, 6% :
Un milieu hypersalé a différrentes concetrations de NaCl(2, 4, 6%) et le milieu MRS
a 4.5 et 6.5% sont ensemencées et incubées a 37°C pendant 24h. On apprécie la

croisssance par 1’apparition d’un trouble (Belarbi, 2011).

e Thermorésistance :

.
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La termorésistance est réalisée avec un chauffage du milieu MRS liquide ensemencé
par la culture bactérienne a une température de 60°C pendant 30 min (Stiles et Holzapfel,
1997 ; Teuber et Geis, 2006). Mettre a I’étuve 24h a 37°C, La présence de trouble indique

la croissanse ( Belarbi, 2011).

e Résistance au tellurite :
La tolérance au tellurite a été recherchée par ensemencement en stries, la gélose a
0.4% de tellurite de potassium, par les cultures a tester. Aprés une période de 24h

d’incubation a 37°C, les bactéries résistantes donnent des colonies noires (Larpent, 1997).

e Culture sur lait de Sherman :
Ce test indique I’aptitude des bactéries a pousser en présence de bleu de méthylene
qui est en milieu trés oxydant. Le bleu de méthylene est decoloré par les germes possédant
une activité réductasique et peuvent coagulées le lait. Un tube du lait & 1% de bleu de

méthyléne est ensemence et incubé a 37°C pendant 48 h a 72 h (Ghozlan, 2012).

Type fermentaire :

Ce test permet de préciser le type de métabolisme fermentaire réalisé par le micro-
organisme pour transformer le substrat carboné, il consiste a mettre en évidence la
formation de gaz (CO2). De jeunes souches préalablement préparées sont ensemencées
dans des tubes contenant du bouillon MRS, avec une cloche de Durham. Apres incubation
a 37°C pendant 24 a 48heures, la présence ou I’absence du gaz dans la cloche indique le

type fermentaire (Hariri et al, 2009; Leksir, 2012 ).

Test a ’urée :
Les tubes contenant de 1'urée indole sont ensemencés par les bactéries lactiques et
incubées a 37°C pendant 18h a 24h, la résultat positive est interprétée par le changement de

couleur de I’orange au rose (Guetarni, 2013 ; Khaladi, 2015).

Recherche de larginine dihydrolase (ADH), lysine décarboxylase (LDC) et ornitine
décarboxylase (ODC) :

Elle est mise en évidence sur un milieu de Moeller (Moeller, 1955 ; Harrigan et
McCance, 1976), pour chagque souche isolée ensemencé. Ce milieu ne renferme qu'un seul
acide amine, celui dont on veut étudier recouvrir le milieu avec I’huile de paraffine stérile

afin de créer une anaérobiose relative.

.



Chapitre I : Matériel et Méthodes Partie Expérimentale

Aprées 2 a 6 jours d’incubation a 37°C virage du milieu au jaune due a I’acidification
du milieu par la fermentation du glucose (Larpent- Gourgaude et al. 1997 ; Carr et al.
2002). La dégradation de « I’arginine, lysine, ornithine » aboutissant & la formation
d’ammoniaque est révélée par realcalination du milieu qui revient a sa couleur initiale

(violette) (Belarbi, 2012).

Utilisation du citrate :

L’utilisation du citrate est étudiée su milieu Kempler et Mc Kay(1980). Ce milieu
contient une solution de ferricyanure de potassium et une solution de citrate ferrique. La
présence du citrate dans le milieu inhibe la réaction entre I’ion ferrique et le potassium
ferricyranide. Le colonies bleues au ayant un centre bleu (apres 48h a 72h d’incubation) les
colonies incapables de fermenter le citrate restent blanches (Belarbi, 2012; Brahimi,
2015).

La production d’acétoine :

La production d’acétoine est testée sur milieu Clark et Lubs (Samelis et al, 1994 ;
Guiraud, 1998) qui est inoculé par la culture pure incubé a 37 °C. Apreés 24h et dans un
tube a hémolyse on dépose sur cette culture de 2ml, 0.5ml de réactif a-naphtol a 6% dans
I’alcool absolu (VPI) et 0.5ml d’une solution de soude(NaOH) a 16% dans I’eau
distillee(\VVP2) pour assurer la réaction de VVoges-Proskaeur dite réaction de VP.

On agite soigneusement les tubes et on les laisse contacte avec I’aire libre pendant 5
a 10 min a température ambiante. La production d’acétoine se traduit par 1’apparition d’un

anneau rouge a la surface du milieu (Brahimi, 2015).

Culture sur lait tournesol :
Le milieu est préparé a partir du lait écrémé stérile et additionné de teinture de
tournesol jusqu’a ’obtention d’une couleur violette, le pH est ajusté a 7,3.
L’ensemencement est effectué a partir d’une culture dense de la souche étudiée,
suivie d’une incubation a 37°C pendant 3 & 5 jours. Ce milieu permet d’observer plusieurs
types de réaction :
-Attaque du lactose avec acidification (coagulation de la caséine et virage au rouge).
-Attaque de la caséine avec alcalinisation (virage au bleu).
-Peptonisation de la caséine aprés ou en dehors de toute coagulation (éclaircissement du
milieu ou dégradation du coagulant).

-Réduction du colorant (décoloration) (Ghozlane, 2012).

¢
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Test de dégradation de la gélatine :
Prendre les tubes de gélatine solidifiee (en culot), les ensemencer par piqure centrale
dans le culot avec les souches bactériennes. Ces tubes sont incubés & 37°C pendant 48h

puis les placer pendant une heure environ a 4°C.

La gélatine étant une protéine liquide a la température d’incubation, il est nécessaire
de mettre les tubes au froid avant de les observer (Delarras, 2007) :
-milieu liquide : gélatine hydrolysée : Gélatine +
-milieu solide : gélatine non hydrolysée : Gélatine -

Test d’hémolyse

L’hémolyse a été testé sur milieu gélose au sang additionné a 5 ml de sang frais par
flacon. Aprés avoir laissé refroidir le milieu, le prélevement est frais sur place et les 5 ml
sont ajoutés au milieu et mélanger soigneusement puis couler sur boite. Apres
ensemencement de nos isolats par stries, on incube a 37°C pendant 24 hs a 48 hs.

Apreés incubation, le type d’hémolyse a été examiné. Il peut étre a hémolytique « hémolyse
partielle » (couleur verte autour des colonies), B-hémolytique «hémplyse totale »
(éclaircissement autour des colonies) ou y-hémolytique « non hémolytique »( le milieu
n’est pas modifi¢) (Idoui et al, 2009).

Recherche de la p-galactosidase :

Selon Delarras, 2007 , le test est pratiqué en réalisant une suspension dense de la
bactérie testée dans 1’eau physiologique puis a ’aide d’une pince flambée et refroidie nous
avons ajouté un disque imprégné d’ONPG et nous avons mis les tubes dans 1’étuve a 37°C
pendant 24 h.

La présence d’une béta-galactosidase se traduit par la libération de I’orthophényle

soluble de couleur jaune qui apparait apres la durée d’incubation.

Test d’utilisation des sucres sur milieu Triple Sugar Iron (TSI) :
La pente du milieu TSI est ensemencée par stries et le culot par piqure centrale.

Apres, une incubation a 37C° pendant 24 h :
- Le virage du culot au jaune traduit la fermentation du glucose.

- La présence de bulles de gaz signifie la fermentation avec production du gaz.

9
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- Le virage de la pente au jaune traduit 1’utilisation du lactose ou saccharose ou les deux a

la fois.

- Une coloration noire, signifie la production d’hydrogéne sulfuré(H2S) (Khaladi et al
2015).

Etude de profil fermentaire :

L’étude de la fermentation des sept sucres a été effectuée dans des tubes a essai. On
ajoute 9 ml de bouillon BCP auxquels on ajoute 100ul de chaque souche. Les conditions
d’anaérobiose sont assurées par 1’ajout d’une couche d’huile de paraffine a la surface et
I’incubation se fait a 37°C pendant 24 a 48h. Le virage au jaune de I’indicateur de pH du

milieu traduit la fermentation du sucre testé (Gonzalez et al, 2007).

2.4. Etude de quelques aptitudes technologiques des bactéries lactiques

isolées :
Pouvoir acidifiant

La mesure de I’activité acidifiante consiste a suivre d’une part 1’évolution du pH des
différentes cultures en fonction du temps et d’autre part a doser simultanément ’acidité
totale par la soude. On commence par la préparation de lait écrémé a 10% dans des tubes.
Chaqgue tube est ensemencé par une culture lactique (1ml de de I’inoculum bactérienne
dans 10ml de lait écremé).

Aprés incubation a 37°C, a un intervalle du temps 2h, 4h, 6h et 8h,on fait le titrage
par la soude Dornic (N/9) en présence de 5 gouttes de phénolphtaléine de chaque tube,

jusqu’au virage de la couleur au rose pale persistant au moins 10 secondes.

L’acidité est déterminée par la formule :
Acidité (°D) = Vnaon X 10
Ou:
VnaoH @ Volume de NaOH utilisé pour tirer I’acide lactique contenu dans les 10ml de
lait.

La meésure de pH est faite directement par le pH-métre, en plengeant 1’électrode dans
le volume du lait. Le pH a été déterminé a chaque fois qu’on procéde au dosage de 1’acide

lactique (Guetarni, 2013).
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Pouvoir protéolytique :

L’activité protéolytique des bactéries lactiques est mise en évidence et comparée sur
une gélose au lait 1%. Les bactéries a tester, issues d’une culture jeune, ont été
ensemencées a la surface de ces milieux de cultures par touche. Aprés incubation a 37°C,
I’activité protéolytique de ces bactéries se manifeste par I’apparition d’un halo clair autour

des colonies (Brahimi, 2015).
L’étude de lactivité lipolytiques

e Recherche des lipases
La recherche d’enzymes lipolytiques est effectuée en utilisant un milieu synthétique
contenant le Tween 80 (Annexe 02). La présence d’enzymes lipolytiques se distingue par
la formation d’un précipitat autour des colonies en raison de la dégradation du sel de
I’acide gras qui constitue le Tween 80 (Tehreema et al, 2011). Apres un intervalle régulier

de 24h d’incubation, les boites de Pétri sont examinées afin d’évaluer cette activité.

e Recherche de lécithinase
La lécithinase est une enzyme qui hydrolyse la lécithine. Cette derniére a été décrite
par une technique qui consiste a enrichir une gélose ordinaire par I’incorporation d’un
jaune d’ceuf, le milieu est présenté en boite Pétri, ensemencé par touches ou faire une strie
centrale a la surface du milieu, incuber a 37°C pendant 24h ou plus, la lécithine est révélée

par des opacifications de la colonie (Guiraud, 2003).
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Résultats et interprétation

1. Isolement et caractérisation des bactéries lactiques :

Les étapes d’analyse de nos échantillons prélevés ont montré que ces derniers sont de
bonne qualité, ce qui nous a permis de procéder a un isolement des bactéries lactiques. Apres
une préparation d’une gamme de dilution décimales, 1 mL des derniéres dilutions (10, 10,
10) a été ensemencé sur gélose MRS (couler 6 a 9 ml de gélose MRS) afin d’isoler des
souches de bactéries lactiques. L’incubation se fait 8 37°C pendant 48h a 72h.

Remarque :

1- Nous n’avons obtenu aucune résulatats qui consernant 2éme expérience (blé avec vinaigre
et I’eau distillé stérile), nous avons remarqué un changement de couleur par rapport au blé
avec I’eau ditillé seulementet avec la présence d’'une mauvaise odeur.

2- La farine : F/ blé dur Algérien : B/ blé dur Canadien : B’/ blé tendre Francais :B"”

1.1. ldentification des bactéries lactiques isolées :
Aprés la durée d’incubation, des colonies rondes, blanchatres et bien visible (Figure

21), apparaissent sur gélose MRS.

Sur bouillon, les souches présentent un trouble homogéne qui caractérise le groupe des

bactéries lactiques.

R it

Fig. 21: Aspect des colonies ensemencées en surface sur milieu MRS aprés 48h
d’incubation a 37°C.

1.1.1. Aspect microscopique :

55
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L’étude de I’aspect microscopique des frottis préparés a partir des colonies des
bactéries lactiques isolées et repiquées plusieurs fois jusqu’a leurs purification apres
coloration de Gram permet d’éliminer d’éventuels contaminants surtout les levures qui sont
présent dans notre cas d’étude et se différencier entre les coques et le bacilles. L’ensemble des
bactéries isolées qui sont a Gram positif apparaissent sous microscope optique a 1000 en
forme des bacilles associés en chainettes, des coques en tétrade, diplocoques et en groupe
genéralement de méme taille (Figure 22).

Fig. 22 : Observation des coques lactiques a gauche, des bacilles lactiques a droite sous

microscope optique apres coloration de Gram (10X100).

1.1.2. ldentification physiologiques et biochimiques

Test de la catalase :

Conformément aux bactéries lactiques, toutes les espéces étudiées ne possédent pas une
catalase c’est-a-dire qu’il y a absence des bulles gazeuses en contact avec I’eau oxygénée sauf
pour le cas des souches F11, F12 et B "sayant un pseudo-catalase, signifie par un dégagement

lent des bulles gazeux .
Test d’oxydase

Ce test était négatif pour toutes les colonies testées, les disques d’oxydase sont restés

incolores (pas de coloration violette).

Test de manitol mobilité :
Toutes les bactéries isolées ont été développées sur tout au long de la pigdre sans

envahissement du milieu, généralement elles sont immobiles.
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F2 B9 B4' B1O B14

Fig. 23: Test de manitol mobilité.

Test de type respiratoire :

Sur un milieu VF , ¢’est un milieu utilisé pour connaintre le type respératoire des
bactéries, nous avons obtenu des bactéries aéro-anaérobies facultatives qui sont F1, F2, F3 Fa,
Fs, Fe,F7,Fs,F10, B1, B2 BsBs, B7, Bo,B10,B12, B1s, B1s, B'2,B"3, B’s B'10, B'11, B'12, B'13 B"7,
est signifie par la présence d’une croissance toute au longue de la piquer et sur la surface du
milieu, et obtenu des bactérie aérobies Fo, F11, F12 Fi3, F14,F15,Fs, B3, B4, BsB11, B'1,B'4,B’s,
B's, B'7B', B'14, B"1,B"2, B"3s B"4,B"5, B"s, B"s, B"9,B"10 B”11 dont la croissance est

sur la surface seulement.

F1 BS" BI'

<« Aérobie

Aéro-anaérobie facultatif

Une croissance bactérienne

Fig. 24 : Le type respiratoire des souches isolées.

Test de I’uréase :
Le test d’uréase est classé parmi les tests sélecifs de la pathoginécité des bactéries, donc
les bactéries qui n’ont pas I’ezyme uréase est classées comme des souches non pathogenes. 11

est étudié sur un milieu urée indol.

D’aprés ce test toutes les bactéries étudiées ne possedent pas 1’enzyme uréase alors elles

ne sont pas capables de dégrader I'urée .
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Fig. 25 : Test d’uréase.

Test nitrate réductase :

On a basé sur ce test pour garder seulement les bactéries qui n’ont pas 1’ezyme nitrate
réductase par ce que les bactéries lactiques elles ne sont pas classées parmi les bactéries qui
dégrade le nitrate en nitrite, le test a été réaliser sur milieu nitraté.

Aprés D’incubation, les bactéries isolées n’utilisent pas les nitrates comme accepteur
final de la respiration a la place de I’oxygene qui conduise a la formation de nitrites, donc

elles ne sont pas capables de dégrader le nitrate.

B B'11

Fig. 26 : Test nitrate-réductase.

La croissance des souches dans des conditions hostiles :
e Culture sur milieu hypersalé :
Sur un milieu hypersalé a différents pourcentage de NaCl (2, 4, 6.5%), nous avons

obtenu les résultats suivants :

E
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-A la concetration du 2%, les souches dites Fi1, F2, Fs, Fe,F7,Fs,Fo, F10, F11, F12, F13, ,F14
,B1, B3, B4, B7,Bs ,B10,B11B12, , Bi3, B1s, B'1B'3,B’4,B's, B’s, B'7, B’s B'9, B'10, B'11, B'12,
B'13,B'14,B"1, B">, B"3 B"4 ,B"s, B"s, B"7,B"s, B"9,B" 10, B"11 peuvent se développer dans
ce milieu.

-A une concentration de 4%, les bactéries F2, Fi1, F13 B1, Bs, Bs, Bo,B10,B12, B13, B3, B's
,B's, B'10, B'11, B'12, B"1, B"4, B"7, B"'s, peuvent se croitre

-A 6.5% de NaCl, les souches F2, F3, F4, Fs, Fo, F10, F11,F15, B2Bs, Bs, Bo,B10,B11,B12
,B14 ,B'1 B2, B'3,B’s B's, B'7, B's,B'9 B'10 B'11, B'13, B'14 B"1, B"2, B"3 B"4 ,B"s, B"7, B"s
et B”g peuvent se resister et se développer.

e Croissance a différents pH :

Les souches étudiées sur un bouillon MRS modifié a différents pH (4 et 6.5), peuvent se
croitre a pH 6.5 mais pas a pH 4.5, seulement les souches F2, Bg,B1o, B's,B"11 peuvent se
résiter.

e Thermorésistance :

A 65°C et dans le bouillon MRS les isolats suivants résistent bien pendant 30mn :
F1, F2, F3 Fa4, Fe, Fs, F14,F15, B1, B2, Bs, B4, Bs Bs, Bs, B10,B12, Biz, B’1, B2,B'3, B's,B'7 ,B's,
B'sB’10, B'11, B'12, B"13, , B"4,B"5, B"s, B"s B"9
e Résistance au tellurite :

Ce test permet de déterminer la résistance au tellurite, dans ce cas une sensibilisation
a ce dernier a été constatée chez toutes les bactéries isolées, exprimé par I’apparition des

colonies noires sur gélose MRS additionnée au tellurite.

+— Colonies noires

Fig. 27: La résistance des bactéries isolées au tellurite.
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e Culture sur lait de Sherman
A 0.1% de bleu de méthylene dans le lait écrémé, seules les bactéries Fs, Fi1,F12,
B"5,B'6, By, B1o, B'7, B'9, B12, B'12, B'13, B13, B14 Se développent avec coagulation de

lait et réduction du colorant (Figure).

— Résultat négative

Fig. 28 : Résultats positifs et négatifs de culture sur lait de Sherman.
Recherche de la réductase :
La recherche de cette enzyme nous a permis de déterminer :
-une coagulation observée chez toutes les bactéries isolées ;
-une décoloration du bleu de méthyléne suite a la présence de la réductase chez les bactéries
B's et B'11.

Fig. 29: Les différents résultats de la réductase.

Recherche de I’Arginine Dihydrolase (ADH), Lysine Décarboxylase (LDC) et Ornithine
Décarboxylase (ODC) :

Ce test est réalisé sur milieu Moeller, les résultats positifs se traduisent par une
couleur violette qui signifie la présence de dihydrolase et décarboxylase. Le tableau 1 résume
tous les résultats de ce test.
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B Bs" B3 BI11
Résultat positive |

. Reésultat négative

—-i\i[i—_;

Fig. 30: Test négatif et positif de I’arginine dihydrolase

Production d’acétoine :

La production d’acétoine est testée sur milieu Clark et Lubs, toutes les bactéries
produisent de 1’acétoine. Elles sont caractérisées au début par la présence des troubles dans le
milieu et ensuite par la formation d’un anneau rouge sur la surface du milieu aprés I’ajoute

des deux réactifs VPI et VPII. B'14 ne produise pas de ’acétoine( I’absence de I’anneau).

Résultat: positive LT ol ! IN

Anneau rouge

Fig. 31 : La croissance de bactéries sur milieu Clark et Lubs et sa production de

I’acétoine.

Test d’hémolyse
Test hémolyse est étudié sur milieu gélose au sang, les bactéries isolées se caractérisent

par le type d’hémolyse A, donc elles sont non hémolytiques.

B
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Fig. 32 : Test d’hémolyse.

Recherche de la f§ galactosidase

Le test ONPG est utilisé pour étudier 1’existence d’une beta-galactosidase (et donc la
possibilité d’acidifier le lactose), indépendamment de la présence ou de I’absence d’une Beta-
galactosidase.

La lecture est aprés 24 a 48 heures d’incubation. La beta-galactosidase libérée de la
cellule bactérienne va agir sur un galactose substitué ; ’orthonitrophénol, qui présente une
coloration jaune trés stable. Les résultats montrent que seules les souches Fis, B"2, B's
possedent une beta-galactosidase.

Résultat positive —— Résultat négative

Fig. 33 : Les resultats positifs et négatifs d’ONPG.

Hydrolyse de la gélatine :
L’hydrolyse de la gélatine se traduit par une liquéfaction de ce produit associée a un
développement de trouble comparé a un témoin; ainsi nous avons pu constater que toutes les

bactéries isolées dans ce travail n’hydrolysent pas la gélatine.

B
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Fig. 34 : L’absence de I’hydrolyse de gélatine.

Recherche de type fermentaire :
Ce type de test permet de classer les bactéries lactiques selon leurs type fermentaire

(Homo ou hétérofermentaire qui est en relation avec la production de I’acide lactique plus des

autres substances et dégagement de CO3). Les résultats sont représentés dans le Tableau IX.

Heétérofermentaire

Fig. 35 : Le type fermentaire des bactéries isolées.

Test du milieu TSI :
Ce test montre la fermentation de trois sucres et la production de H2S. Le virage de la
couleur au jaune au niveau de culot signifie la fermentation de glucose. Au niveau de la pente

signifie la fermentation de lactose et saccharose avec absence de H2S (pas de noircissement).

Fig. 36 : Les différents résultats de test TSI
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Tableau. VIII: Profil fermentaire des sucres

Souches Gluc Lac Saccharose Xyl Fru Mant Mal Dex Sorb
F. + + + + + + + + +/-
F, + + + + + + + + -
F3 + + + + + + + + +/-
Fa + + + + + + + + +/-
Fs + + + + + + + + +
Fe + + + + + + + + +/-
F; + + + + + + + + +/-
Fs + + + +/- + + + + +/-
Fo + + + +/- + + + + +/-
Fio + + + +/- + + + + +/-
Fi1 + + + + + + + + +/-
Fi, + + + + + + + + +/-
Fi3 + + + + + + + + +/-
Fi4 + + + - + + + + +/-
Fis + + + + + + + + +
B: + + + + + + + + -
B, + + + + + + + + +/-
Bs + + + + + + + + +/-
B4 + + + + + + + + +/-
Bs + + + +/- + + + + -
Bs + + + + + + + + +
B~ + + + + + + + + +
Bs + + + + + + + + +
Bo + + + + + + + + +/-
B1o + + + + + + + + +/-
B + + + + + + + + +/-
B + - - + + + + + +/-
Bis + + + + + + + + +/-
B + + + + + + + + +/-
B’ + + + + + + + + +/-
B’, + + + + + + + + -
B’3 + + + + +/- + + + -
B4 + + + - + + + + +/-
B’'s + + + + + + + + +
B's + + + + + + + + +/-
B'; + + + + + + + + +/-
B's - + + + + + + +/- +/-
B’y - + + + + + + + +/-
B’y + + + + + + + + +/-
B'11 + + + + + + + + -
B'1» + + + + + + + + -
B3 + + + + + + +/- + +/-
B'1s + + + + + + + + +/-
B + + + +/- + + + + -
B", + + + + + + + + +/-
B3 + + + +/- + + + + +/-
B", + + + + + + + + +/-
B'"s + + + + + + + + +
B + + + + + + + + +
B"; + + + + + + + + +/-
B + + + + + + + + +/-
By + + + + + + + + -
B9 + + + + + + + + +/-
B"11 + + + + + + + + +
Gluc = Glucose, Lac= Lactose, Xyl= Xylose, Fru= Fructose, Mant= Manitol

Mal= Maltose, Dex = Dextrine, Sorb= Sorbitol. + : test positif . - : test négatif . +/- : test intermédiaire
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Résultat —
intermédiaire

Résultat négative . Résultat positive

Fig. 37 : Les différents résultats de la fermentation des sucres.

Tableau IX : Profil physiologique et biochimique des souches isolées
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Ho :Homofermentaire / Ht : Hétérofermentaire, C : coagulation / R : Réduction / A :

Acidification, G : Glucose /S : Saccharose / L : Lactose, Lip : Lipase / Lctn :

Lécithinase, + : test positif / - : test négatif .
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D’apres les tests faits, nous avons pu isoler 53 bactéries lactiques appartenant aux huit
genres et 20 especes qui sont: Enterococcus (39.62%), Lactococcus(15.09%), Streptococcus
(15.09%), Lactobacillus(9.43%), Pediococcus(9.43%), Weissella(3.77%).
Leuconostoc(3.77%), Aerococcus(1.88%).

Ces bacteéries isolées sont :

- Enterococcus saccharolyticus présenté par F2, F3,Fs, Fo, F10, F15, B'2, B3, B's, B'10,
B'13,B"s.
- Enterococcus acidominimus présenté par B2, Bg, Bo, B1o, B11, B14, B"5, B"'3.
- Lactococcus lactis ssp cremoris présenté par F7, Fs.
- Lactococcus lactis ssp lactis présenté par B" 1, B"11.
- Lactococcus plantarum présenté par B7.
- Lactococcus Lactis ssp hordnaie présenté par B's.
- Lactococcus diacetilactis presenté par Bi.
- Leuconostoc mesenteroides subsp dectranicum présente par B's.
- Leuconostoc mesenteroides subsp mesenteroides présenté par B’y .
- Lactobacillus casei présenté par B's.
- Lactobacillus fermentum présenté par B';.
- Lactobacilus plantarum présenté par Fs.
- Lactobacillus brevis présenté par B"; .
- Lactobacillus rhamnosus présenté par B"7 .
-Streptococcus thermophilus présenté par F1, Fe, F14, B3, B4,Bs, B13, B'12.
- Pedeococcus dextrinicus présenté par Bs.
- Pedeococcus acidilactici présenté par B'1, B's, B">.
- Pedeococcus parvilus présenté par B'11 .
- Aerococcus ssp presenté par B'14.
- Weissella confusa présenté par Fi1, Fi2.
Cependant, [D’identification selon les criteres morphologiques, physiologiques et
biochimiques nous a permis de metrre en place des genres représentés par des bactéries

lactiques dont leur distribution selon le pourcentage d’apparition est illustree par la Figure 38.

<
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M Enterococcus
M Lactococcus
M Leuconostoc
M Lactobacillus
M Pedeococcus
M Streptococcus

W Aerococcus

Fig. 38 : Réparition des bactéries lactiques (%) de blé et de farine.

A partir des résultats de ce travail, nos pouvons noter que les souches Lactococcus
lactis ssp cremoris, Lactococcus lactis ssp lactis, Lactococcus plantarum, Lactococcus lactis
ssp hordnaie et Lactococcus diacetilactis occupent 14% des souches isolées, suivie par 10%
de Lactobacillus casei, Lactobacillus fermentum, Lactobacilus plantarum, Lactobacillus
brevis, Lactobacillus rhamnosus avec un pourcentage de Pedeococcus dextrinicus,
Pedeococcus acidilactici, Pedeococcus parvilus a 6% , Enterococcus saccharolyticus,
Enterococcus acidominimus a 4% et Leuconostoc mesenteroides subsp dectranicum,
Leuconostoc mesenteroides subsp mesenteroides Streptococcus thermophilus Aerococcus

ssp,Weissella confusa a faible pourcentage de 2%.
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Blé Dur cultivé en
algérie

M Lactoctococcus
W Pedeococcus

Entrococcus

M Streptococcus

Farine du blé tendre
francgais

H Weissella
M Lactococcus
Lactobacillus

M Enterococcus

M Streptococcus

Fig. 39 : Repartition des bactéries lactiques
(%) de BIé Dur cultivé en Algérie.

Fig. 40 : Repartition des bactéries lactiques
(%) de Farine du blé tendre francais.

Blé Dur canadien

W Aerococcus
M Lactococcus
M Lactobacillus
M Leuconostoc

W Pedeococcus

W Streptococcus

Enterococcus

Blé Tendre frangais

W Enterococcus
W Lactococcus
Lactobacillus

M Pedeococcus

Fig. 41 : Répartition des bactéries
lactiques(%) de Blé Dur Canadien.

Fig. 42: Répartition des bactéries
lactiques(%) de BIé Tendre Francais.

Tbaleau. X : Tableau représentatif de différents pourcentages des genres isolés a partir des

échantillons a analyser.
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L’échantillon Le blé dur Blé dur Blé tendre Farine du blé
cultivé en canadien francais tendre francais
Les genres obtenus Algérie
(%)
Enterococcus 46 38 46
Lactococcus 15 7 25 8
Streptococcus 31 7 23
Lactobacillus 14 25 8
Pediococcus 8 22 13
Weissella 15
Leuconostoc 14
Aerococcus 7

A partir de ce tableau qui représente les différents pourcentages des genres lactiques
isolés, on observe qu’il y a une grande diversité des bactéries entre les échantillons utilisés
dans cette étude, le blé canadien est I’échantillon le plus riche de bactéries lactiques car il
contient six genres avec un pourcentage de 22% de Pediococcus et la présence de

Leuconoctoc et Aerococcus par rapport au autres échantillon.

Le genre Weissella a été isolé dans seulement I’ecahntillon de la farine. Le genre
Lactococcus est le genre le plus abondants dans tous les échantillons avec un pourcentage de

25% dans le blé tendre francais.
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On peut intérpréter la présence ou ’absence des genres lactiques dans les différents

échantillons par les conditions de culture et de la production de chaque échantillon.
1.1.3. Aptitudes technologiques des isolats des bactéries lactiques :
Pouvoir acidifiant :

L’activité acidifiante est 1'une des principales fonctions des bactéries lactiques. La
mesure de cette activité consiste a suivre d’une part I’évolution du pH des différentes cultures
en fonction du temps et d’autre part a doser simultanément I’acidité totale par la soude. Apres
incubation a 37°C, a un intervalle du temps qui varie de 2h jusqu’a 24h, 10mL du lait titrer
par la soude Dornic (N/9) en présence de 5 gouttes de phénolphtaléine, jusqu’au virage de la
couleur au rose pale persistant au moins 10 secondes. La mesure de pH est faite directement

par le pH-métre, en plongeant I’électrode dans le volume du lait.

L'évolution de I’acidité et les variations de pH au cours de la croissance des souches
testées sur le lait écrémé demontrent une différence entre les genres, les especes et méme
entre les souches d’une méme espece. Pour toutes les bactéries testées, la production d’acide
lactique démarre lentement aprés 2 h d’incubation peut étre correspond a la phase latente,

nécessaire a I’adaptation aux conditions de culture.

Le pH été déterminé a chaque fois qu’on procede aun dosage de 1’acide lactique, dont
au temps t = Oh, toutes les bactéries lactiques secrétent une quantité d’acide estimée a 10 °D.

Le meilleur pouvoir acidifiant a été enregistré au bout de 24h chez les souches :

-B'y : Leuconostoc mesenteroides subsp mesenteroides, B'7 . Lactobacillus fermentum, B7:
Lactococcus plantarum avec une quantité d’acide lactique estimée a 41°D, 40°D et 38°D,

respectivement, dont le pH est varie entre 5.63 6.69 .

- B1: Lactococcus diacetilactis, Fs: Lactobacilus plantarum, B"10: Lactococcus lactis ssp
lactis, B”7 : Lactobacillus rhamnosus, F1: Streptococcus thermophilus avec une quantité
d’acide lactique estimée a 36°D, 35°D, 33°D et 32°D, respectivement,

-B’4: Lactobacillus casei et B's : Leuconostoc mesenteroides subsp dectranicum avec une
quantité d’acide lactique estimée a 31°D et 30°D, respectivement

Une faible quantité d’acide lactique de 22 °D a été enregistrée avec les autres souches de

bactéries lactiques isolées dans ce travail ( Figures 34, 35,36,37, 38 et 39).
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Fig. 43 : Détermination de I’activité acidifiante en fonction du temps des souches de (F2, F3,

B’> : Enterococcus saccharolyticus et B2,B10,B"'s : Enterococcus acidominimus).
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Fig. 44 : Détermination de I’activité acidifiante en fonction du temps des souches
(F7 :Lactococcus lactis ssp cremoris, B"1o :Lactococcus lactis ssp Lactis, B7: Lactococcus

plantarum, B's : Lactococcus Lactis ssp hordnaie, B : Lactococcus diacetilactis).
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Fig. 45 : Détermination de I’activité acidifiante en fonction du temps des souches
(B's :Leuconostoc mesenteroides subsp dectranicum, B’s :Leuconostoc mesenteroides subsp
mesenteroides).
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Fig. 46 : Détermination de I’activité acidifiante en fonction du temps des souches (B's:
Lactobacillus casei,B’7 : Lactobacillus fermentum,Fs : Lactobacilus plantarum,B"; :

Lactobacillus brevis, B”7 : Lactobacillus rhamnosus).
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Fig 47: Détermination de ’activité acidifiante en fonction du temps des souches
(Bs : Pedeococcus dextrinicus, B'1: Pedeococcus acidilactici,
B'11: Pedeococcus parvilus).
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Fig. 48 : Détermination de I’activité acidifiante en fonction du temps des souches

(F1: Streptococcus thermophilus,B'14 : Aerococcus ssp, F11: Weissella confusa).
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Pouvoir protéolytique :

Toutes les souches étudiées présentent une croissance avec une activité protéolytique
traduite par I’apparition d’un halo clair autour de la colonie (Figure 49).

D’apres les résultats obtenus, les bactéries isolées possédent des protéinases et des

peptidases nécessaires a la dégradation des protéines du lait en acides aminés.

Halo clair

Fig. 49 : Activité protéolytique sur milieu gélose au lait.
Activité lipolytique :
e Recherche de lipase :

Toutes les souches étudiées présentent une croissance avec une activité lipolytique

traduite par I’apparition d’un halo clair autour de la colonie.

Fig. 50 : L’activité lipasique des bactéries isolées.
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Recherche de lécithinase
La lécithinase est révélée par des opacifications de la colonie sur un milieu gélosé de
MRS additionné a un jaune d’ceuf. Toutes les bactéries lactiques isolées ne possedent pas

I’enzyme Iécithinase sauf les souches présentées par F7, Fg, Bs, B13, B14, B'9,B"10, B"11.

Fig. 51: Résultats de test Iécithines.
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Discussion :

Cette étude s’est proposée d’isoler et caractériser les bactéries lactiques & partir des
céréales (blé) et leur drivés (Farine) et avec d’autre fagon c’est pour le but de confirmer la

richesse et les bienfaits de blé.

Les céréales sont des especes généralement cultivées pour leur grain, dont l'albumen
amylacé, réduit en farine, est consommable par 'homme ou par les animaux domestiques
(Nedjah, 2015) .

La filiere céréaliere constitue une des principales filieres de la production agricole en
Algérie. Les produits céréaliers occupent une place stratégique dans le systéme alimentaire et
dans I’économie nationale. Cette caractéristique est pergue d’une mani€re claire a travers

toutes les phases de la filiere (Nedjah, 2015).

La plante de blé herbacée annuelle qui produit le grain dont on tire la farine pour faire
notamment le pain et les pates alimentaires constitue la base de la ressources alimentaires du
I’humanité. En effet, la production mondiale de blé en 2008 a été de 686.8 millions de tonnes
(CIC, 2008), de 700 millions de tonnes en 2011, et de 690 millions de tonnes en 2012 (FAO,
2001).

En Algérie, la superficie réservée a la céréaliculture est, aujourd’hui, de 3,3 millions
d’hectares qui représentent 90% des terres cultivées. Si on se réfere aux chiffres de 1929, on
constate que cette superficie n’a pas évolué. 40% de cette surface sont destinés a la production
du blé dur (Nedjah, 2015).

Le blé est I'une des premiéres espéces cueillies et cultivées par I'homme il’est I’aliment

de base des populations a cause de ses bienfaits (Harian, 1975, Ruel, 2006).

Parmi toutes les espéces ceréaliéres, les blés représentés respectivement par le blé dur
et le blé tendre sont considérées comme les produits alimentaires les plus importants pour une

large part de la population algérienne (Benbelkacem, 2000).

On distingue deux espéces de blé: le blé tendre et le blé dur. Ces deux espéces, se
différencient par la friabilité de I'amande. L'amande du blé tendre est blanche et friable, tandis

que celle du blé dur est jaune et plus dure (Feillet, 2000 ; Jeantet et al. 2007).

-
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Au moulin, les graines de blé tendre sont broyées en farine, celles-ci servent a la
fabrication de pains, de biscuits, de patisseries, de pizzas, de viennoiseries. A la semoulerie,
les grains de blé dur sont broyés en semoules, ceux-ci servent a la fabrication de pates et de

couscous c’est la transformation des graines (Nedjah, 2015).

Les céréales sont a la base de I’alimentation humaine (Multon, 1982 ; Molinite et
Pfohl-Leszhowicz, 2003), car il y une face cachée, qui peuvent nous apporter des
phytonutriments importants (Doumandji et al. 2003 ; Nedjah, 2015).

La consommation de cet aliment noble qu’est I'un des trésors du pays en Algérie sous
une forme fraiche slre, on revient quelques parts au nos ancétres quand ils sont basés dans
leurs menu sur un régime riche en matieres biologique, parmi les plats le plus abondant c’est
Cherchem, ce plat est a la base des graines de blé bien nettoyées et imbibées dans 1’eau
pendant 2 jours apres sont cuites a un petit feu avec au sans legumes, on obtient a la fin une

sauce ou bien un bouillon, qui est traitement avant d’€tre un nutriment.

Notre objectif de cette étude est de faire une recherche sur 'un des constituants

bénéfiques de cet aliment qui sont les bactéries lactiques.

Les bactéries lactiques jouent un role trés important dans la préservation de 1’équilibre
de la flore microbienne et la stabilisation des produits finaux de la fermentation (Ennadir et
al. 2014).

Pour réaliser ce travail, une étape trés importante doit étre tenir compte qui est la
diminution de pH et en parallele la réduction de la flore pathogene dans le blé, dans une

flacon a une couleur noire et stérile on mettait 600g de blé et on ajoutait 15ml de vinaigre a

95° et 15ml de I’eau physiologique, laisser les environ 2mois (Kermiche M, 2013).

Apreés cette période on mettait dans un autre flacon stériles 60g de blé et on ajoutait
200ml de I’eau distillée stérile pour le but d’obtenir le bouillon rassemblant du bouillon de
plat de Cherchem laissait ces flacons dans un endroit humide et a 1’obscurité pendant 48h a
72h.

Pour obtenir la solution mére de trois types de blé et qui ; dans un mortier on écrase
bien les grains de blé jusqu’a I’extraction de tous le contenus de blé (la solution devienne de

couleur blanchatre a jaunatre tres intense).
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L’évaluation de la flore dans les échantillons de blé fermentés montre la dominance de
la flore lactique par rapport a la flore fongique, cela peut étre justifié par les conditions de la
fermentation dans les fOts qui ne favorisent pas le développement fongique (atmosphére
confinée), Lorsque le blé fermenté est utilis€ pour Iisolement des bactéries lactiques

(Kermiche M, 2013).

Les souches de bactéries lactiques pouvant présenter des potentialités fermentaires
intéressant les industries alimentaires et pharmaceutiques (Kacem et al. 2002). Dans ce

contexte notre étude s’intéresse a isoler et caractériser des bactéries lactiques.

Ennadir et al. (2013) ; Mokhtari,( 2014) ont pu isolées différents souches a partir de

farine marocaine et de blé dur algéerien fermenté de type Hamoum.

Afin d’isoler des bactéries lactiques, on a réalisé des dilutions décimales a partir des
échantillons du blé et de farine. Les 3 dernieres dilutions ont été ensemenceées en surface de la
gélose MRS. Les souches sont incubées a 37°C pendant 48 h a 72h, des colonies blanchétres,

rondes a contour régulier apparaissent a la surface de la gélose (Guetarni, 2013)

On a isolé 53 souches, reparties en 8 genres qui sont Pediococcus, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus et Weissella, Streptococcus, Leuconostoc, Aerococcus presque le

méme type de résultat est apporté par Ennadir et al. (2014).

Ces souches sont purifiées et identifiées dont leur coloration de Gram montre que les

cellules bactériennes sont des coques (90,57%) a Gram positif.

Les bactéries lactiques isolées caractérisent par le mode respiratoire aérobie et aéro-
anaérobie facultatifs. Toutes les souches isolées présentent une croissance avec une activité
protéolytique, et lipolytique aussi développées sur le milieu hypersaccharosé, sont
homofermentaires sauf B’s: Leuconostoc mesenteroides subsp dectranicum, B's:
Leuconostoc mesenteroides subsp mesenteroides qui sont hétérofermentaires.

Toutes les souches ne possedent ni oxydase, ni uréase, ni nitrate réductase, ni la beta-
galactosidase, immobiles, non hémolytiques (hémolyse L), et n’hydrolysent pas la gélatine.
Elles ont une catalase négative sauf pour les souches Fi1, Fi2: Weissella confusa et B"s,

Enterococcus acidominimus qui ont un pseudocatalase.

.
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La plupart de ces bactéries lactiques produisent I’acétoine et résistent au tellurite.
D’autre part, ces souches sont également, toutes capables de croitre a 65°C, a pH 6,5 % de
NaCl. Il'y a certains sucres ( Xylose, Sorbitol) ne sont pas fermentés par nos bactéries.

A partir des résultats et par I’identification biochimique et physiologique, nos pouvons
noter que les souches Lactococcus lactis ssp cremoris, Lactococcus lactis ssp lactis,
Lactococcus plantarum, Lactococcus Lactis ssp hordnaie, Lactococcus diacetilactis occupent
une portion de 14%, suivie par les souches Lactobacillus casei, Lactobacillus fermentum,
Lactobacilus plantarum, Lactobacillus brevis Lactobacillus rhamnosus a un pourcentage de
10%, Pedeococcus dextrinicus, Pedeococcus acidilactici, Pedeococcus parvilus a 6%
Enterococcus saccharolyticus, Enterococcus acidominimus a 4% et Leuconostoc
mesenteroides subsp dectranicum: Leuconostoc mesenteroides subsp mesenteroides
Streptococcus thermophilu: Aerococcus ssp,Weissella confusa a faible pourcentage 2%.

L’activité acidifiante est 1'une des principales fonctions des bactéries lactiques. La
mesure de I’activité acidifiant consiste a suivre d’une part I’évolution du pH des différentes
cultures en fonction du temps et d’autre part a doser simultanément 1’acidité totale par la
soude.

Toutes les bactéries lactiques secretent une quantité d’acide estimée a 10 °D. Le
meilleur pouvoir acidifiant a été enregistré au bout de 24h chez les B'9: Leuconostoc
mesenteroides subsp mesenteroides, B'’;. Lactobacillus fermentum, Bz: Lactococcus
plantarum avec une quantité d’acide estimée a 41°D et 40°D, et 38°D, le pH est varie entre
5.63 et 6.69 . 36°D, 35°D, 33°D et 32°D sont observés respectivement chez les souche Bi:
Lactococcus diacetilactis, Fs: Lactobacilus plantarum, B"1o: Lactococcus lactis ssp lactis,
B"7: Lactobacillus rhamnosus, Fi: Streptococcus thermophilus, deux autres souches (B's:
Lactobacillus casei et B's: Leuconostoc mesenteroides subsp dectranicum) secrétent une
quantité d’acide lactique estimée a 31°D et 30°D. Alors que chez les autres souches on

obsérve une faible sécrétion de I’acide lactique jusqu’a 22°D.

.
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Conclusion et Perspectives

L’objectif de la présente étude consiste a un isolement et une caractérisation des
bactéries lactiques a partir des céréales.

L’isolement a été effectué a partir de différents échantillons  présentant des
caractéristiques diverses permettant ainsi d’obtenir un nombre relativement élevé de souches
lactiques.

Pour cela, nous avons utilisé des techniques classiques et les milieux de sélection
adéquats.

A travers cette étude nous avons isolé et identifier des bactéries lactiques a partir des
céréales (blé) et de farine. Leur culture sur milieu spécifique permet a I’étude bactériologique
proprement dite de s’orienter vers ces bactéries, leurs caracteres physiologique et biochimique
gréce aux différents tests permettent de les différencier. Nous avons pu isoler 53 bactéries
lactiques appartenant aux huit genres qui sont:

Enterococcus(39.62%),Lactococcus(15.09%),Streptococcus(15.09%) ,
Lactobacillus(9.43%), Pediococcus (9.43%), Leuconostoc(3.77%), Weissella (3.77%) et
Aerococcus(1.88%).

Toutes les souches isolées sont immobiles, ayant une activité acidifiante, protéolityque
et lipolytique. Les souches Weissella confusa, Enterococcus acidominimus ont un pseudo
catalase. Les isolats sont homo et hétérofermentaire, aéro-anaérobies facultatifs, ne possedent
ni I’oxydase, ni lécithinase, ni gélatinase. Ces bactéries qui n’ont pas un pouvoir hémolytique,
peuvent fermenter le glucose, lactose et saccharose.

D’apreés les résultats obtenus lors de cette étude, nous pouvons conclure que les

céréales et la farine disposent d’une biodiversité riche en bactéries lactiques.

Notre étude mérite en perspective d’étre complétée par la réalisation des études
suivantes:
e (aractériser les bactéries lactiques isolées a I’échelle moléculaire par PCR ;
e Séquencer ces bactéries ;
e [’amélioration des méthodes pour identifier des souches isolées par I’application du
génie génétique ;
e L’effet probiotique des bactéries lactiques isolées doit étre compléetement validée in

Vivo ;

.



Conclusion et Perspectives

e Recherche des nouvelles souches a partir de blé et des autres céréales ;

e Réaliser des recherches sur les aliments a la base du blé (plats traditionnelles) et ses
effets sur la santé humaine ;

e Etudier la possibilité de produire des ferments lactiques locaux utilisables dans
I’industrie agro-alimentaire et pharmaceutique, et déterminer les caractéristiques

sensorielles et rhéologiques des produits élabores.
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Annexes

Annexes
Composition des milieux de culture :

% Milieu MRS
Peptone.......ccovvviiiiiii s 10g
Extrait de viande.................cooeiiiiiinnnn. 10g
Extraitde levure.............ccoooiiiiii, 59
GlUCOSC. ...t 20g
TWEEN 80 iml
Phosphate bi potassique..............ocveiniennni. 2g
Acétate de sodium.................ooeiiiiinaL. S5g
Citrate d’ammonium.....................ceeue.nn. .29
Sulfate de magnesium............................ 0,2¢g
Sulfate de magan€se ..................ov s 0,5¢
N ) 15g
Eaudistillée..............oooiiin i 1000ml

Autoclavage 15 minutes a 120°C.

¢ ADH (milieu pour mise en évidence de 1’arginine déhydrolase

L’argininene..........ccovveveiiiiiniinineeineennn, 59
Extraitde levure..............cooooiiiiiii, 39
GluCOSe. ... lg
Chlorure de sodium..........cccoceviveieiieiieieen, 5¢
Pourpre de bromocrésol......................... 169

PH=6,3 ; autoclavage 10 minutes a 120°C, avec I’ajout d’une solution stérile de sucre a 10%.

%+ BCP (bouillon pour fermentation des sucres)
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Pourpre de bromocrésol......................... 15mg

PH=6,8 ; autoclavage 10 minutes a 120°C.

R

«» Bouillon de Clark et Lubs

Peptone........cooooiiiiiii 10g
Phosphate bi potassique.................c.oeeennn. 2g
GIUCOSE. ... Sg

R

« Bouillon nutritif

Extrait de viande...................ooiii 1g
Extraitde levure.............ccoooeiiiiiiiin. 29
Peptone........coooiiiiiiiii 59
Chlorure de sodium...........ccocevvvviiiniciniecne 59

PH=7,4 ; autoclavage 20 minutes a 120°C.

% Lait tournosolé
Teinture de tournesole 4%............ccccoevnee. 10ml
Lait écrémé a 12%.........cccovveviininnn. 1000ml
Autoclavage 5 minutes a 110°C.

« Mannitol-mobilité

Peptone........cooovviiiii 209
Nitrate de potassium.................ccceevenininn 19
Mannitol..........ccoov e 29
Rougedephénol....................oooiiinl. 409
GElOSE. ..ot 4g

PH=8,1 ; autoclavage 15 minutes a 120°C.
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« Tellurite

Extrait de viande...................ooooeiienn. 109
Extrait de levure.............ocooiiiiiiiiinn, 39
Peptone........coovviiiiiiiiii 10g
GlUCOSC. .. S5¢g
Chlorure de sodium...........ccocevvviiiniciiece 59
GELOSE. .. 20g

PH=7,1 ; autoclavage 15 minutes a 120°C.

% TSI (gélose triple sugar-iron agar)

Peptone........oooovviiiiiiiii 20g
Extrait de viande...................ooeiiinn 39
Extraitde levure..............ccooviiiiiinin. 3g
Chlorure de sodium..........ccccoeviveieiieseceeee, 5¢
GluCoSE. ..., 19
LaCtOSe. ..o 10g
Saccharoseose......oovvveiiiiiiiii i, 10g
Citratede fer..........cccooviiiiiiiiiiin.. 0,5¢g
Hyposulfite de sodium........................e 0,59
Rougedephénol.................oooiiiiiiiiii 25¢
GElOSE. ..ot 12¢g

PH=7,4 ; autoclavage 15 minutes a 115°C en position semi-inclinée.

% Milieu a base de gélatine

Peptone.......coooiiiiiiii 10g
Extrait de viande................cooiiiiiiin 4g
Geélatine.........ooeveiiiiiiiiii e 120g

NaClo.ooii e 2,58
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% VF (milieu viande-foie gélosé)

Extrait de viande-foie....................ccooeeeee. 30g
GlUCOSC. ..t 29
GERlOSE. ..t 6g

PH=7,4 ; Répartir en tubes a essais.

% Bouillon hypersaccharosee

TIYPIONE. ..o 10g
Extrait de viande..................ooiiii S5¢g
GIuCOSE. ... Sg
KH2PO 4. i 5¢

Saccharose........coovvvviiiiiiiiiiiiiieee 50g

% Lait gélose
Lait €crémeé. ... .oooomenee e, 1L

GEIOSC. .o 15¢g

1-3/ Produits chimiques et réactifs :

Les colorants : Violet de Gentiane, Fuchsine, teinture de tournesol, bleu de méthylene,

phénolphtaléine a 1%.

Les réactifs : réactifs de Vogues Proskaeur (VPI et VVPII), Acide sulfanilique et Alpha
naphtylamine (NR1 et NR2), Tryptophane désaminase (TDA), réactif de Kovacs.

Les acides et les bases : L’acide chlorhydrique HCI, La soude Dornic N/9, le chlorure de
sodium(NacCl).

Alcool et autres : Ethanol, lugol, eau oxygénée, sucres (glucose, lactose, saccharose, maltose,
mannitol, xylose, dextrine, sorbitol), I’eau distillée stérile, I’eau distillé, I’eau physiologique,

disque de cytochrome oxydase,disques d’ONPG, poudre de zinc.
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Appareillages :
L’appareillage utilis¢ au cours de cette étude expérimentale est le suivant:

-Etuve.
-Réfrigérateur
-Autoclave

-Bain Marie.
-Balance .

-pH métre .
-Microscope optique .
-Bec bunsen .
-Micropipettes .
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