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Résume

Les bactéries lactiques (BL) jouent un role essentiel dans les industries agroalimentaire
et pharmaceutique grace a leurs nombreuses propriétés technologiques et probiotiques. Elles
interviennent dans la fermentation des aliments, améliorant leur texture, leur gott et leur durée
de conservation. Sur le plan sanitaire, les BL contribuent a la sécurité microbiologique des
produits en inhibant les micro-organismes pathogeénes. En tant que probiotiques, elles
participent a I'équilibre du microbiote intestinal et renforcent le systéme immunitaire. Leur
capacité a produire des composés bioactifs en fait également des candidates prometteuses pour

le développement d’aliments fonctionnels

Le présent travail vise a la mise en évidence des caracteres technologique des bactéries
lactique isolé de produits laitiers algérien, A savoir le pouvoir protéolytique, hémolytique,
aromatisant, la production d’EPS, I'activité antibactérienne et la résistance aux antibiotiques,

activité acidifiante.

Les résultats obtenus démontrent que Les souches LAB2 et LC1 ont présenté la plus forte

activité protéolytique avec des zones de 21 mm et 22 mm résulte de la dégradation de la caséine.

L’analyse du pouvoir aromatisant des sept souches étudices a révélé la formation d’un
anneau rouge, indicateur de production d’acétoine, un composé jouant un role important dans

[’amélioration sensorielle des aliments fermentés.

Par la suite, nous avons expérimenté la capacit¢ de nos souches a produire les
exopolysacharidees 1, la souches W2 a démontré une grande production d’EPS sur milieu

sacharoseé due a la source de carbone.

En dernier, L'activité antimicrobien des bactéries lactique été¢ étudi¢ envers diverses
souches pathogenes, les diametres des zones d'inhibition variaient selon la souche de bactérie
lactique et la souche indicatrice utilisée, un diameétre de zones d'inhibition contre cette bactérie
variaient de 15mm a 35 mm Ainsi que la sensibilité¢ des souches est observée pour quelques

souches et certaines souches peuvent naturellement porter des résistances.

Les souches de bactéries lactiques isolées ont montré un fort potentiel technologique et
probiotique, les rendant adaptées comme ferments pour boissons végétales fermentées. Ces
résultats ouvrent des perspectives intéressantes pour le développement d’aliments fonctionnels
en Algérie.

Mots clés: Bactéries lactiques, pouvoir protéolytique, pouvoir aromatisant,

exopolysacharidees, activité antimicrobienne, probiotiques.




Abstract

Lactic acid bacteria (LAB) play a vital role in the agri-food and pharmaceutical industries
due to their numerous technological and probiotic properties. They are involved in food
fermentation, enhancing texture, flavor, and shelf life. From a health perspective, LAB
contribute to the microbiological safety of products by inhibiting pathogenic microorganisms.
As probiotics, they support the balance of the intestinal microbiota and strengthen the immune
system. Their ability to produce bioactive compounds also makes them promising candidates

for the development of functional foods.

The present study aims to highlight the technological characteristics of lactic acid bacteria
isolated from Algerian dairy products, including proteolytic, hemolytic, and flavoring abilities,
EPS production, antibacterial activity, antibiotic resistance, and acidifying activity.
The results obtained showed that strains LAB2 and LC1 exhibited the highest proteolytic

activity, with clear zones of 21 mm and 22 mm, resulting from casein degradation.

The analysis of the flavoring activity of the seven studied strains revealed the formation
of a red ring, indicating the production of acetoin, a compound that plays an important role in

enhancing the sensory quality of fermented foods.

Subsequently, we tested the ability of our strains to produce exopolysaccharides; strain
W2 showed high EPS production on a sucrose-enriched medium, attributed to the carbon

source.

Subsequently, we tested the ability of our strains to produce exopolysaccharides. Strain
W2 demonstrated a high EPS production on a sucrose-enriched medium, attributed to the

carbon source.

Finally, the antimicrobial activity of lactic acid bacteria was studied against various
pathogenic strains. The diameters of the inhibition zones varied depending on the lactic acid
bacteria strain and the indicator strain used, ranging from 15 mm to 35 mm. In addition,
sensitivity to antibiotics was observed for some strains, while others may naturally carry

resistance genes.

The isolated lactic acid bacteria strains demonstrated strong technological and probiotic
potential, making them suitable as starter cultures for fermented plant-based beverages. These
results offer promising prospects for the development of functional foods in Algeria.
keywords : Lactic acid bacteria, proteolytic activity, flavoring ability, exopolysaccharides,

antimicrobial activity, probiotics.
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ADN : Acide désoxyribonucléique.

ARN : Acide ribonucléique.

ATCC : American Type Culture Collection.
BL : Bactérie lactique.

BN : Bouillon nutritif.

E. : Escherichia coli.

EPS : Exopolysaccharides.

GN : Gélose nutritive.

L. : Listeria.

Lb : Lactobacillus.

ATP : Adénosine-Triphosphate.

E. coli : Escherichia coli.

GC% : Pourcentage en Guanine et Cytosine.

GC: coefficient de Chargaft.

GRAS : Generally Recognised As Safe (généralement considérées comme sires).

Le. : Leuconostoc.

M1 : millilitre.

MRS : Man Rogosa Sharpe.

MSE : Mayeux Sandine et Elliker.

NaOH : Hydroxyde de sodium.

PCA : Gélose pour numération sur plaque.
PH : Potentiel d'hydrogene.

PCR : Réaction en chaine par polymérase.




S. aureus : Staphylococus aureus.
St. : Streptococcus.
MH : Mueller Hinton.

UFC : Unité Formant Colonie.
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Introduction




Introduction

Les aliments naturels exempts d’additifs et de conservateurs, renfermant une flore
microbienne indigéne dont le potentiel reste encore largement sous-exploité. Cette richesse
microbienne suscite un grand intérét tant chez les chercheurs que dans 1’industrie
agroalimentaire. Parmi ces micro-organismes, les bactéries lactiques (BL) se distinguent par
leur capacité¢ a synthétiser des exopolysaccharides (EPS), constitués de longues chaines de
sucres simples pouvant étre ramifiées.

Les bactéries lactiques, Gram positives et non sporulées, sont omniprésentes dans la
nature et jouent un role technologique majeur, ce qui attire I’attention des scientifiques. Leur
métabolisme, qui produit de 1’acide lactique, est indispensable a 1’¢laboration des aliments
fermentés. Ces bactéries interviennent dans la coagulation, I’acidification et la dégradation des
protéines (activité protéolytique), ainsi que dans la production d’ar6émes et de polysaccharides.
Elles contribuent également a la conservation des aliments en inhibant les micro-organismes
indésirables, ce qui justifie leur statut GRAS. (Abhyankar et al., 2022)

L’exploitation des bactéries lactiques s’étend aujourd’hui a des applications
biotechnologiques variées : production d’enzymes et de bactériocines, bio-conservation des
aliments, bio-remédiation des milieux pollués, détoxification alimentaire et utilisation comme
probiotiques a potentiel thérapeutique. (Bouchibane, 2023)

Ainsi, Les aliments enrichis en probiotiques offrent divers bénéfices aux
consommateurs pour la santé : maintien de 1’équilibre du microbiote intestinal, réduction du
cholestérol et renforcement des défenses immunitaires et prévention ou traitement des troubles
gastro-intestinaux.

Les bactéries lactiques productrices d’EPS jouent un rdle important dans la
fermentation des produits d’origine végétale tels que les boissons fermentées et les substituts
végétaux de fromage, Les polysaccharides qu’elles génerent améliorent la texture, les qualités
sensorielles et la durée de conservation de ces aliments.

La production d’EPS in situ représente un intérét particulier pour les fabricants
d’aliments d’origine végétale souhaitant reproduire les caractéristiques des produits laitiers
fermentés. L’utilisation de cultures pures ou mixtes de bactéries lactiques permet en effet
d’améliorer la texture et la qualité des produits végétaux fermentés.

Ce travail a pour objectif d’étudier les caractéristiques biotechnologiques et probiotiques
de souches de bactéries lactiques isolées a partir de produits laitiers traditionnels algériens.
L’¢tude vise a évaluer leur aptitude a produire des métabolites d’intérét (acide lactique,
exopolysaccharides, composés aromatiques), leur activité antimicrobienne, ainsi que leur
capacité d’adaptation a un milieu végétal. Ces paramétres permettront de déterminer leur
potentiel en tant que cultures de départ pour la production de boissons fermentées a base de lait
d’amande, dans une optique de développement d’aliments fonctionnels d’origine végétale.
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I.1. Généralité

En 1857, Pasteur définit la catégorie bactéries lactiques a partir de ses recherches sur la
fermentation. Plus tard en 1919, Orla Jensen a regroupé plusieurs genres en fonction de leur
capacité a fermenter les glucides et a produire de 'acide lactique.(Chentouf, 2015) (Peng et

al., 2020)

Ce sont un type de bacille et de Cocci qui sont Gram positif, immobiles ne produisent pas
de spores et ont des propriétés anaérobies facultatives. A 1’exception de quelques espéces,
généralement immobiles dépourvues de catalase et de cytochrome oxydase. Ce sont des
bactéries dépourvues de nitrate réductase. (Papadimitriou et al., 2016) (Akpoghelie et al.,

2025)

Ils ont surtout des besoins complexes en facteurs de croissance notamment en minéraux,
en sucres fermentescibles, en vitamines, en acides aminés et en acides gras. (Benyoucef, 2018)

(Meng et al., 2021)

Les bactéries lactiques (BL) sont principalement de nature mésophile, bien que certaines
puissent étre psychrotolérantes ou thermotolérantes. Elles présentent une amplitude de
croissance relativement large en termes de pH, généralement comprise entre 4 et 8
(exceptionnellement de pH 3,2 a 9,6). Les conditions optimales de croissance. Leur pH et
température optimale de croissance varient en fonction du genre et méme selon 1’espece. Sur le
plan génomique, les BL se caractérisent par une faible teneur en bases guanine et cytosine (GC),
généralement inférieure a 53 %. (Dribine & Khellal, 2018) (Gonzalez et al., 2000) (Ayed et
al., 2024)

Un autre aspect remarquable de nombreux BL est leur capacité a utiliser plusieurs hexoses
et pentoses, ce qui offre un point de départ idéal pour I'exploitation des polysaccharides
lignocellulosiques, la ressource renouvelable la plus répandue sur terre souvent appelée « le

futur pétrole ». (Abdel-Rahman et al., 2011) (Zhang et al., 2024)

En fonction de leur processus de fermentation, les BL peuvent étre classées en plusieurs

catégories :

Homofermentaires : I’acide lactique est le seul produit de la fermentation du glucose ; -
Hétérofermentaires facultatif : la fermentation du glucose aboutit a la formation d’acide lactique

ou de I’acide lactique et de ’acide acétique.

Hétérofermentaires strict : en plus de l'acide lactique, elles produire également de

I’acide acétique ou de 1’éthanol et du CO2. (Giénzle, 2015) (Dempsey & Corr, 2022)
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I.2. Origine des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes trés fréquents dans la nature. On les
retrouve dans différentes niches écologiques. On les retrouve fréquemment dans des matrices
alimentaires telles que le lait et ses dérivés, la viande, le poisson, les fruits, les légumes, les
céréales, ainsi que dans des produits fermentés d’origine végétale ou animale. Dans ces
derniers, la fermentation peut étre effectuée librement ou évoluer sous l'influence de levures
comme c’est le cas dans la fabrication du vin, de la biére ou du pain. (Menad, 2017)

(Bouguerra, 2021)

Elle est présente a 1'état libre dans 1’environnement ou vivant avec un hote (les humains

ou les animaux). (Belyagoubi, 2014) (Akpoghelie et al., 2025)

On retrouve également certaines espéces dans différents sites anatomiques chez ’homme
et ’animal, notamment la cavité buccale, les voies respiratoires, le tube digestif et le systéme

reproducteur. (Belyagoubi, 2014) (Akpoghelie et al., 2025)
I.2.1. Classification

La taxonomie des BL a connu une évolution significative depuis la premicre description
du genre Bacterium lactis. En 1919, Orla-Jensen a classé pour la premiere fois les BL selon des
criteres morphologiques, biochimiques et physiologiques, ainsi que des marqueurs
chimiotaxonomiques. Avec l'avenement de la biologie moléculaire, de nouvelles techniques
telles que 1'hybridation ADN/ADN, le séquengage de 'ARN 16S des genes codant pour les
protéines ribosomales ou d'autres études du génome ont permis d'aborder la taxonomie
bactérienne sous un angle différent. Néanmoins, les BL ne peuvent pas étre classées comme un
groupe phylogénétique et leur classification actuelle est le résultat d'une taxonomie

polyphasique. (Pot & Tsakalidou, 2009) (Tahlaiti, 2019)

Les BL appartiennent au phylum des Firmicutes, la classe des Bacilli et 1°‘ordre des
Lactobacillales. 11 existe environ 500 especes de BL classées en genres et regroupées en six
grands groupes Gram (+) avec une faible teneur en guanine et en cytosine (% GC), les BL ayant

un GC de 33 a 55 %. (Felis et al., 2015)

e Le genre lactobacillus :
Appartient a la famille /actobacillaceae, et de formes bacilles longs ou parfois incurvés
ou des chaines comme les coccobacilles isolés, la plupart des lactobacillus immobiles et

d'autres se déplacent par leurs flagelles péritriches.
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Le pH des souches acidophiles égal a 5 et peuvent aussi se multiplient avec un Optimum
de 54 6.2, et a température 30C°4 40 C°, et d'autres peuvent résister méme si & température 2C°

jusqu'a 53C°. (Ababsa, 2018)

Selon (KARAM, 2006), Lb plantarum est la seule espece de lactobacilles retrouvé dans
le lait de chamelle. Elle est utilisée dans la fermentation alimentaire aussi ¢a croissance optimale

est a temperature entre 30C° et 40C°. (Benhouna, 2019) (Barka & Khakha, 2021)

e Le genre Leuconostoc :

Sont des Cocci forme allongées en chaines ou en paires.

Les Leuconostoc sont hétérofermentaire obligatoire et produisant de I’acide D( - ) lactique
d’éthanol. Se développent & température optimale entre 20C°- 30C°. (Guiraud, 2003)
(Benhouna, 2019)

Selon (IDDER, 2014), Dans la production des produits laitiers ces bactéries ont la
capacité de formation des composés aromatiques et par le métabolisme de citrate produisant de
CO2 qui contribue a la formation des yeux retrouvés dans certains fromages.
Les especes les plus utilisés dans la fermentation des produits laitiers sont :

Ln .mesenteroides et Ln.lactis .

Leuconostoc lactose et Leuconostoc dextranium parmi les especes du genre Leuconostoc

présent dans le lait de chamelle. (Karam, 2006)

e Le genre Weissella :

Les especes du genre Weissella ont une forme courts bacilles ou de coccobacilles
Ou des coques ovoides, a Gram positif, se présentant de manicre isolée en courtes chaines, non
sporulés, immobiles et présentent catalase négative. (Walter et al., 2001) (Barka & Khakha,
2021)

I.3. L’intérét industriel des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques se distingue par la diversité de leurs activités métaboliques et une
capacité d’adaptation a différents environnements. C’est Cette diversité qui explique leur large

gamme d’application a I’échelle industrielle.
1.3.1. Dans le domaine de la santé

Certaines bactéries lactiques spécifiques sont utilisées comme probiotiques c'est-a-dire
des microorganismes vivants qui lorsqu’il sont appliquer a I’homme ou a I’animal elles exercent

un effet bénéfique sur la santé par amélioration des propriétés de la flore intestinale, c’est
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probiotique favorisent la digestion des fibres et stimulent le systéme immunitaire. (Tang et al.,

2023)

Selon (Kerry et al., 2018) Les especes fréquemment employées sont Lb plantarum ,Lb

rhamnosus, Lb. Acidophilus, Lb. casei, Lb.reuteri, Lb. Delbrueckii subsp. bulgaricus.
Les souches lactiques sont aussi utilisées dans le traitement de diverses affections telles que :

o Les diarrhées et les allergies alimentaires en raison de leur activité protéolytique ;

e La prévention des gastro-entérites d’origines nosocomiales chez le nourrisson ;

e Certaines souches possédent des propriétés anti hyper cholestérolémiques, lutte contre
Clostridium difficile et Helicobacter pylori, ainsi que la prévention des maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin

e La stimulation ses cellules des cellules immunitaire, favorisant la production d’anticorps
qui empéchent I’adhésion du bactéries pathogénes sur les muqueuses intestinales. (Mathur
et al., 2020)

e La prévention des infections vaginales : certaines souches talquent Lactobacillus
crispatus, utilisées sous forme de suppositoires pour empécher la colonisation du vagin par
les bactéries pathogénes et de prévenir ainsi les rechutes chez les femmes qui souffrent

d’inflammations fréquentes et répétées de la vessie. (Dempsey & Corr, 2022)

1.3.2. Dans P’industrie alimentaire

L’utilisation des bactéries lactiques en industrie alimentaire repose en grande partie sur
leurs propriétés technologiques. Elles englobent les propriétés suivantes : Activité acidifiante,
et enzymatiques (activité protéolytique et lipolytique), ainsi que la production de métabolites
d’intérét telle que la peroxyde d’hydrogene, les acides organiques et les bactériocines. De plus,
ces bactéries jouent également un réle important dans la texture des aliments par la production
des EPS, ainsi que dans le développement de la saveur et des ardmes en particulier dans le
produit comme le fromage ou ils influencent directement les qualités organoleptiques. Dans
I’industrie alimentaire, ces microorganismes permettent de transformer une grande variété de
matieres premieres, conduisant ainsi a de nombreux produits : les laits fermentés, les fromages,

les olives fermentés et certains vins.

L’industrie laitiere reste toujours le principal utilisateur de bactéries lactiques sous forme

de ferments lactiques commerciaux. (Slamnia & Saddok, 2018) (Nicosia et al., 2023)
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1.4. Aptitudes technologiques des bactéries lactiques
1.4.1. Aptitude protéolytique

La protéolyse est considérée comme I'un des phénoménes biochimiques les plus
important au cours de la maturation fromagere. Outre la nutrition azotée, 1’activité protéolytique
contribue au développement de la texture et de la flaveur des fromages lors de 1’affinage par
libération d’acides aminés qui servent comme précurseurs des composés aromatiques. (Chen

et al., 2025)

Le systeme protéolytique des BL est composé de protéases associées a la paroi cellulaire,
qui catalysent 1’hydrolyse de protéines en peptides contenant de 7 a 16 résidus aminés, ces
peptides sont ensuite dégradés en petites peptides transportables d’acides aminés grace a

I’action des endopeptidases ou exopeptidases. (Wang et al., 2021)

Le développement de la texture du fromage est fortement influencé par la dégradation de
la caséine. En outre, on croit que la dégradation secondaire des peptides et des acides aminés a
un impact significatif sur la création de saveur dans le fromage. (Boussouar, 2017) (Wang et

al., 2021)

Selon (Kieliszek et al., 2021) Les lactobacilles thermophiles présente de manicre
générale une activité protéolytique plus marquée que celle des streptocoques et autres batonnets
lactiques, cependant cette activité¢ varie considérablement Selon I'espéce, la sous-espece, et
méme la souche. Parmi les Cocci, les espeéces les plus actives sont Lactococcus
salivarius subsp. thermophilus (anciennement Streptococcus salivarius subsp. thermophilus )
et Lc. lactis subsp. cremonis , tandis que Lc. lactis subsp. lactis se disting par activité plus
faible. Chez les lactobacilles d’intérét technologique, les espeéces les plus actives
sont Lacticaseibacillus casei , Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus , Lb.
helveticus et Lb. acidophilus , tandis que l'espéce la moins active est Lactiplantibacillus

plantarum.
1.4.2. Activité lipolytique

Les activités lipolytiques jouent un rdle important dans la formation des substances
aromatiques des produits transformés, La lipolyse correspond a I'hydrolyse des triglycérides
pour produire des acides gras libres, du glycérol et des intermédiaires tels que les mono- et
diglycérides. Ces intermédiaires participent a 1’émulsification d'autres composants
alimentaires, contribuant ainsi au développement de la texture du produit final. Le degré de

lipolyse par les BL constitue un critére essentiel pour le choix des souches a utiliser comme
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cultures starter. Notamment ont fermentation végétale, en patisserie ou dans le développement
des aromes des produits laitiers fermentés. Les BL sont généralement considérés comme
faiblement lipolytiques en comparaison avec d’autre genres
Comme Penicillium et Pseudomonas .Cependant, dans des produits tels que les fromages a
affinage prolongé, 1'activité lipolytique des LAB contribue au développement de la saveur et
sert de substrat a d'autres réactions produisant des produits finaux cataboliques. bien que la
lipolyse ne soit pas une propriété dominante chez les BL mais certaine souches de Lactobacilles
ont montré une activité lipolytique notable. Des études ont notamment porté sur L.
helveticus , L. delbrueckii , L. bulgaricus, L. casei , L. plantarum et L. acidophilus. (Garcia-

Cano et al., 2019)
1.4.3. Activité antimicrobienne

Les BL représentent un moyen biologique efficace pour assurer la préservation des
qualités hygiéniques des aliments, on raison de leur capacité a inhibé la croissance des
microorganismes nuisible en perturbant I’intégrité de la membrane cellulaire (Li et al., 2023).
Cette propriété repose par la production des composés antimicrobiens de poids moléculaire
varié appelés bactériocines. Ils ont une activité inhibitrice qui cible les bactéries proches de
I’agent irritant, et leur plage d’action est souvent étroite. (Ogunbanwo et al., 2003) (Dortu &

Thonart, 2009) (Xu et al., 2025)

La majorité des bactériocines isoler a partir des produits laitiers sont généralement produit

par lactococcus et lactobacillus. (Xu et al., 2025)
Parmi les bactériocines utilisées pour la fabrication d’aliment, on retrouve :

e la nisine : produite par les lactocoques dirigés contre Bacillus et clostridium

e la plantaricine et la sakacine : produites toutes les deux par les lactobacilles actives sur
E. coli, listeria et certaines levures. (Ogunbanwo et al., 2003) (Zambonelli et al., 2002)
(Man & Xiang, 2023)

BENTOURA, (2018) ont rapporté que L'activité antibactérienne des lactobacilles isolés
a partir du lait de chamelle a I’encontre de six souches pathogénes impliqués souvent dans les
cas d’infections et d’intoxications alimentaires a savoir : S. aureus, B. subtilis, Ps. Aeruginosa,
E. coli, S. enteritidis, S. flexnerii. Les enterococcus sont capables de produire des bactériocines
(entérocines) efficaces contre certaines bactéries pathogénes comme Listeria monocytogenes.

(Salminen & Gueimonde, 2004) (Teso-Pérez et al., 2025)
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Des travaux menés par (Bellil et al., 2014) ont permis d’isoler a partir du lait de chamelle
cru des souches de Leuconostoc capable de produire des bactériocines appartenant a la classe
IT efficace contre Listeria monocytogenes, c¢’est peptides de taille inférieure a 10 kDa, stables a
la chaleur, ne contenant pas d’acides aminés modifié¢s. Leur point isoélectrique varie entre 8 et

10 monocytogenes. (Dortu & Thonart, 2009)
1.4.4. Activité acidifiante

Parmi les propriétés métaboliques des bactéries lactiques, la fonction acidifiante est la
plus recherchée dans les industries alimentaires. Elle se manifeste principalement par la
production de 1’acide lactique lors de la fermentation des hydrates de carbone au cours de la

croissance bactérienne. (Tang et al., 2023)

Cette acidification entraine plusieurs effets physicochimique et microbiologique

importants :

e La saveur des aliments fermentés est due a L’accumulation de 1’acide lactique

e Elle provoque un abaissement progressif du pH du milieu de culture et des matrices
alimentaires.

¢ Elle permet de limiter le développement des flores pathogene et d’altération dans les
produits finaux.

e Elle induit La déstabilisation des micelles des caséines et coagulation du lait. (Rampanti

et al., 2024)

Grace a I’enzyme B-galactosidase, Certains microorganismes hydrolysent le lactose du
lait pour produire deux nouveaux sucres : le glucose et le galactose.et Les bactéries lactiques

font partie de ce groupe.

Ensuite, le glucose sera fermenté pour produire des composés acides, du CO2 dans
certains cas ou de I’alcool. Ce processus entraine une acidification progressive du produit qui
peuvent aller jusqu’a la coagulation si on atteint le point isoélectrique de 4,6. (Allouache &

Smaoun, 2017) (Wang et al., 2021)
L'acidification des aliments offre plusieurs avantages :
e Elle provoque la précipitation des protéines, ce qui rend les aliments plus digestes
e Elle prolonge la durée de conservation des produits en limitant la prolifération des micro-

organismes responsables d’altérations.

e Elle joue également un role dans le développement des ardmes
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Parmi les espéce les plus reconnu pour leur fort pouvoir acidifiant, en retrouve Lc. lactis
subsp. Lactis, Lc. lactis ssp. Cremoris et biovar. Diacetylactis, et ils sont largement utiliser dans

la fermentation de certains aliments. (Slamnia & Saddok, 2018)
1.4.5. Aptitude aromatisant

Les bactéries lactiques sont capables de produire une grande variété de composés
aromatiques tels que : I'acétolactate, I'acétaldéhyde, le diacétyle, 'acétoine et 2,3-butanediol,

I’éthanol, 1’acétate, le formiate.

C’est composer sont principalement a partir du lactose, du citrate, des acides aminés et
des matieres grasses. Cette caractéristique aromatisant est particuliérement importante dans la
fabrication de laits fermentés, des fromages frais, crémes et beurre, dont I’aréme principal est

lié a cette activité microbienne. (Allouache & Smaoun, 2017) (Silva et al., 2023)

Certaines d’entre elles contribuent également a 1’arome d’autres produits fermentés
comme le vin, la biére ou le saucisson. En générale ces molécules aromatiques ont un effet
bénéfique sur ’ardbme des produits. Cependant, lorsqu’elles sont produites en trop grande
quantité certaine peuvent étre associées a des défauts d’ardome cela s’explique par le fait que
leurs seuils de perception de toutes ces molécules sont généralement bas, de 1I’ordre de ppm, ce
qui justifier leur fort impact sur 1’ardme final des produits méme s’ils ne sont pas en grande

quantité. (Chekhchoukh et al., 2016)
1.4.6. Aptitude texturant

Certaines souches de BL ont la capacité de produire des exopolysaccharides (EPS) qui
sont essentiales pour la texture et la rhéologie des produits transformés. Leur présence dans les
produits fermentés présente un intérét technologique majeur particulierement dans 1’industrie
laitiere.

En effet, 1’utilisation des EPS dans la production alimentaire permettent d’apporter de
nombreux avantages, puisqu’ils peuvent apporter des changements rhéologiques souhaitables
dans la matrice alimentaire tels que viscosité accrue, synérese réduite et texture améliorée. Ils
possédent également des propriétés émulsifiantes, épaississantes et stabilisation. De plus, les
EPS offrent une texture corporelle, une fermeté, une onctuosité et une sensation en bouche
souhaitables, ou pourrait méme étre appliqué dans la préparation d’emballages alimentaires.

(Hammi, 2016) (Benhouna, 2019)

Des souches telle que [b. Delbrueckii ssp. Bulgaricus et Streptococcus thermophilus

connues pour leur capacité de produire des ESP. Sont largement utilisés dans la fabrication des
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yaourts pour améliorer la texture, éviter la synérése et augmenter la viscosité des produits finis.
Par ailleurs, des études récentes ont mise en évidence que chez lactobacillus plantarum la

capacité de la production d’EPS est la propriété la plus importante. (Zhao & Liang, 2022)

De plus, les Leuconostoc ont la capacitée de produire des quantités beaucoup plus élevées

d’EPS. (Belkheir, 2017)

La production de ces polysaccharides contribue également a ’homogénéité du produit et
faire sa présentation plus agréable. La texture du lait fermenté¢ dépend également des

interactions entre les bactéries et les différentes protéines. (Zhao & Liang, 2022)

Les BL produisent deux types d’ESP : les homopolysaccharides et les
hétéropolysaccharides. Les dextranes et les glucanes produits respectivement par leuconostoc
mesenteroides et streptococcus mutans sont des homopolysaccharides de glucose tandis que les
levanes produits par streptococcus salivanus sont des homopolysaccharides de fructose. Les
hétéropolysaccharides contenant deux ou plusieurs types d’oses constitutifs forment un groupe
trés hétérogene de polysaccharides élaborés par différentes BL thermophiles et mésophiles.

(Tang et al., 2023)
I.5. Les propriétés probiotiques

Ce sont Metchnikoff et Tissier qui ont été€ les premiers a avancer dans leurs travaux des
propositions scientifiques au sujet de [’utilisation probiotique des bactéries lactiques.
L’expression « probiotique » dérive de deux mots grecs ; « pro » et « bios » qui signifient en
faveur de la vie, ce sont des préparations microbiennes vivantes utilisées comme additifs

alimentaires et qui ont une action bénéfique sur I’hote en améliorant la digestion et I’hygiene

intestinale. (Mami, 2013)

Les bactéries lactiques (BL) jouent un rdle essentiel dans le maintien de 1'équilibre du
microbiote intestinal, en contribuant a éviter une augmentation ou une diminution brutale du
nombre d'une certaine flore intestinale, et en réduisant la prolifération des bactéries pathogenes,
maintenant ainsi que l'homéostasie. Une perturbation de cet équilibre peut entrainer des
maladies intestinales et affecter la santé de 'hote. Dans ce cas, les BL peuvent rétablir I'équilibre
du microbiote intestinal en modifiant sa composition et en favorisant sa stabilité. Cependant,
lorsque le nombre de bactéries pathogénes augmente considérablement et que la proportion de
probiotiques est faible, les BL jouent un réle majeur dans le fagconnement du microbiote
intestinal perturbé par les maladies, en régulant I'augmentation de la teneur en bactéries

bénéfiques et en réduisant les bactéries pathogenes. (Tang et al., 2023)
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Plusieurs espéces de bactéries ou levures sont considérées comme étant probiotiques
Malgré cette grande diversité, les bifidobactéries et les lactobacilles sont les deux principales
souches de bactéries probiotiques utilisées dans les produits alimentaires. (HEYMAN et al.,

2006) (Tang et al., 2023)
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I1.1. Lieu et période d’étude

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de microbiologie de la Faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie, université Saad Dahleb, Blida 1, sous la direction et
l'orientation de Mme Benhouna. Dans ce travail différentes analyse ont été réalisées a fin
d’étudier les caractéristiques biotechnologiques de bactéries lactiques isolées a partir de

produits laitiers algériens. Le travail a été réalisé sur une période de trois mois.

I1.2. Provenance des bactéries utilisées
I1.2.1. Bactéries lactiques

Les sept (07) souches de bactéries lactiques sélectionnées pour I'¢tude de leur
caractéristique biotechnologique proviennent d’un travail antérieur de notre promotrice Ces
souches ont été isolées de différents produits laitiers, purifiées et identifiées par voie

moléculaire PCR, elles sont notées par des codes selon le tableau ci-dessous :

Tableau I: Provenance et identification des souches utilisées dans ce travail

Code de la souche Origine Espéce

LABI Lait de chamelle (Naama) Lactobacillus plantarum
LAB2 Lait de vache (Oran) Lactobacillus plantarum
LC1 Lait de chamelle (Bechar) Leuconostoc mesenteroides
LC2 Lait de vache (Oran) Leuconostoc mesenteroides
Wi Lait de vache (Oran) Weisella confusa

w2 Beurre traditionnel Weisella confusa

W3 Fromage traditionnel (Klila) Weisella confusa
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I1.2.2. Les souches pathogénes

Les souches bactériennes pathogenes utilisées dans nos expérimentations proviennent du
laboratoire d’hygiéne de Tipaza. Pseudomonas aeruginosa CNR ISPA PS20, E. coli
ATCC8739, Staphylococcus aureus ATCC 19095, Listeria monocytogene ATCC 9525,
Klebsiella pneumoniae 13883.

I1.3. Revivification des souches

Les souches de bactéries lactiques ont été revivifiées par repiquage dans du bouillon MRS
suivie d’une incubation a une température de 30 °C pendant une durée de 48 h. Par la suite, les
souches ont été ensemencées sur gélose MRS, versé en boites pétrie stériles. Les boites ont

ensuite été incubées pendant une période de 48 heures a 30 °C.

Pour Les souches pathogenes, elles ont été revivifiées par repiquage dans du bouillon
nutritives (BN) suivie d’une incubation a 37 °C pendant 48 h. ensuite, les souches ont été
ensemencées sur des boites pétrie contenant la gélose nutritive (GN). Et a 37 °C pendant 48

heures.

I1.4. Vérification de la pureté des souches

La puret¢é des souches de Bactéries lactique a été confirmée par l'observation
morphologique des colonies sur gélose MRS, complétée par la coloration de Gram et la réaction
de catalase. De la méme manicre, La pureté des souches pathogenes a été vérifiée par 'aspect

des colonies sur gélose, la coloration de Gram et la réaction de catalase.
I1.4.1. Etude macroscopique

Une observation macroscopique permet décrire 1‘aspect des colonies, obtenues sur milieu
solide (taille, couleur, forme, aspect,). Cette observation est faite aprés 24heurs d’incubation a
30 °C sur gélose MRS pour les bactéries lactiques (Badis et al., 2005), et a 37 °C sur Gelose

nutritif pour les bactéries pathogenes .
I1.4.2. Etude microscopique

L’examen du frottis coloré selon la méthode de Gram constitue une étape essentielle pour
distinguer les bactéries en fonction de leur paroi cellulaire et de leur affinité pour les colorants.
Cette technique permet également d’observer la morphologie bactérienne (forme, taille) ainsi
que I’arrangement des cellules. Ces caractéristiques sont mises en évidence par observation

microscopique apres la coloration.
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I1.4.3. Test de la catalase

L'activité catalytique se traduit par l'intervention d'une enzyme respiratoire appelé
catalase qui permet de dégrader le peroxyde d'hydrogeéne (H202) en eau (H20) et oxygene

(02). Celle-ci décompose 1’eau oxygénée selon la réaction suivante :

Catalase
2H 202 2H20 + 02

Pour réaliser ce test, on préléve une colonie issue d’une culture sur gélose MRS, puis on
la mélange a une goutte de peroxyde d’hydrogéne déposée sur une lame propre. Si des bulles
apparaissent immédiatement, cela indique une réaction positive : la souche testée est donc
catalase positive. (Guiraud, 2003) Dans notre étude, la souche E.coli a été utilisée comme

témoin positif, ce qui a permis de valider la fiabilité du test.

IL.5. Etude des caractéristiques technologiques des bactéries lactiques
IL.5.1. Mise en évidence de I'activité protéolytique

L’activité protéolytique des bactéries lactique est caractériser par la dégradation de
caséine qui joue un role important dans le développement de la texture des produits alimentaire.
Cette activité est mise en évidence sur milieu PCA additionnée au 3%, 5%, 10% de lait écrémé
(3, 5, 10 ml dans 100ml de gélose). Le milieu préparer est coulé dans des boites pétri, laissé a
solidifiée puis séchée. Par la suite chaque souche a été ensemencées par touche a la surface du

milieu. Apres séchage, les boites sont incubées a 30 °C pendant 48 h,

Une zone claire autour des colonies indiqué 1’activité protéolytique. Plus la zone est large

plus ’activité protéolytique est importante. (Vandenberg et al., 1993)
I1.5.2. Pouvoir aromatisant

La détection de la présence d’acétoine comme un composé présente un intérét
taxonomique et industriel , le précursement de 1’étoine par le diacétyle molécule aromatique
majeur jouant un role important de divers produits laitiers comme le fromage (mokdad,2020)
La production des composés aromatiques par le processus de fermentation est mise en évidence
sur milieu 5ml du milieu Clak et lubs .Inoculer avec la souche lactique a tester
Apres incubation de 24h a 37°C les réactifs de voges- proskauer sont ajoutés par les réactifs
VPI (NaOH a 16% dans I’éthanol) et le réactif VP2 6% dans éthanol, a parts égales (V/V), le
mélange de la réaction est observé apres incubation de 10 minutes par I’apparition d’un anneau

rouge indique la production de composés aromatiques. (Hadef, 2011) (Colombo et al., 2020)
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I1.5.3. Production des EPS

Les souches a tester sont ensemencées en stries sur gélose hypersaccharosée déja coulée
et solidifiée. Apres incubation a 37°C pendant 24 a 48h, la production des exopolysaccharides
(MRS +5% de saccharose) se manifeste par I’apparition de colonies larges et gluantes.

(Slamnia & Saddok, 2018) (Benhouna, 2019) (Abdalrahim et al., 2019)

11.6. Etude de I’activité antimicrobienne

Les souches lactiques sélectionnées ont été testées pour leur activité antagoniste contre
les bactéries indicatrices (Pseudomonas aeroginosa CNR ISPA PS20, E. coli ATCC 9525,
Staphylococcus aureus ATCC 19095, Listeria monocytogene ATCC 9525, Klebsiella
pneumoniae 13883) En utilisant la méthode : Interaction par méthode directe (Spot Agar Test)

selon (Fleming et al., 1975).
I1.6.1. Méthod direct (spot agar test (Fleming et al., 1975))

Ce test d’antagonisme est réalisé dans le but de révéler la production ou non des
substances antibactériennes par les souches de bactéries lactiques envers les souches
pathogenes. A partir d’une préculture de souches lactiques sélectionné obtenus apres 18 heures
d’incubation a 30°C, 5ul ont été ensemencées sous forme de spots sur gélose MRS de facon a

obtenir quatre spots par boites de méme taille et identiques.

L’incubation se fait en Aérobiose a 30°C pendant 24 heures. Apres 1’incubation les boites
sont ensuite recouvertes de 10 ml de gélose MH (Muller Hinton) inoculé par 1ml d’une preé-
culture de 18h de chaque bactérie pathogéne (Pseudomonas aeroginosa CNR ISPA PS20, E.
coli ATCC 9525, Staphylococcus aureus ATCC 19095, Listeria monocytogene ATCC 9525,
Klebsiella pneumoniae 13883). Apres 24 heures d’incubation a 37 °C des souches inhibitrices
(souches lactiques) et indicatrices (souches pathogenes), les boites ont ét¢ examinées en vue de
détecter les zones d’inhibition autour des spots et le diametre de la zone d’inhibition est mesuré.
(Fleming et al.,1975). Les résultats positifs se manifestent par 1’apparition d’une zone claire >
6 mm autour des souches Inhibitrices sont considérées comme productrices de substances

antimicrobiennes.

I1.7. Suivi de la cinétique d’acidification dans milieu MRS liquide

Parmi les différentes propriétés métaboliques des bactéries lactiques, la capacité
acidifiante reste I’une des plus importantes dans les industries alimentaires. Et Pour 1’évaluer

des précultures ont été préparées dans un milieu MRS incubé pendent 18h, ensuit une
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suspension bactérienne a une concentration de 10® UFC/ml a été ajoutée a des flacons contenant

50 ml de MRS liquide.

La cinétique d’acidification a été suivie a I’aide de ph métre, a des intervalles de temps
régulier suivant : 2h ,4h, 6h ,8het ainsi de suite jusqu’a 48h, afin d’évaluer la capacité

acidifiante des différentes souches dans les milieux. (Belhamra, 2018)

I1.8. Suivi de la cinétique d’acidification dans le lait d’avoine

Pour évaluer I’aptitude des souches lactique a acidifier un lait végétal, des tests a été
réaliser sur le lait d’avoine. Pour cela des précultures ont été préparées dans un milieu MRS
incubé pendent 18h, ensuit, une suspension bactérienne a une concentration de 10® UFC/ml a

été ajoutée dans un flacon contenant 50 ml du lait d’avoine

La cinétique d’acidification a été suivie a I’aide de ph métre, a des intervalles de temps

régulier suivant : 2h ,4h, 6h ,8het ainsi de suite jusqu’a 48h. (Belhamra, 2018)

I1.9. Suivi de la cinétique d’acidification et de la croissance des souches de
Lactobacillus plantarum et Weisella confusa en cultures pures et mixtes avec
des souches de Listeria monocytogéne dans le lait d’amande

L’aptitude des souches lactiques sélectionnées a acidifier le milieu a été évaluée a partir
de préculture de ces souches ainsi que la bactérie pathogéne Listeria monocytogenes. Chaque
culture (1 %) a été inoculer séparément dans 100 ml dans le lait d’amende complétée par 0,3 %

d’extrait de levure.

La cinétique d’acidification a été suivie a I’aide de ph metre, a des intervalles de temps
régulier suivant : 2h ,4h, 6h ,8h jusqu’a 48h. la mesure de ’acidité Dornic a été également
effectué afin d’évaluer la capacité acidifiante des différentes souches dans les milieux .pour ce
faire un volume de 5 a 10 ml de lait fermenté est prélevé, puit on ajoute 2 a 3 goute de
phénolphtaléine, le titrage est effectu¢ a 1’aide du NaOH (0.1N) sous agitation magnétique
jusqu’a DP’apparition d’une couleur rose persistante indiquant la neutralisation de 1’acidité

présente.

Le volume de NaOH utilisé est noté et 1’acidité est exprimée en degré Dornic selon la

formule suivante :

L’acidité Dornic = V de NaOH utiliser x 10 (Cirat et al., 2024)
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I1.10. Auto-agrégation bactérienne y

Une culture de 5 ml des souche L.plantarum : LB1 et, W. Confusa : W1 et W2, W3
(Concentration initiale : 10¥ UFC/ml) a été mélanger et homogénéisée par le vortex pour 10
secondes, le calcul de la densité optique selon la longueur d’onde 600nm et incubation 24

heures 4 37°C.

Apres centrifugation de chaque tube, la densité optique (DO) des surnagent a été mesurée,
la premicre lecture a été effectuée a TO afin de déterminer la DO initiale et des lectures a été
réalisée pour suivre I’évaluation de la DO dans le temps a 2h, 4h et 24. Et le pourcentage d’auto-
agrégation a été déterminé selon la formule suivante : A = [1-(DOt/DOt(0))] x100. (Selmi et
al., 2023) (Cirat et al., 2024)

II.11. La Co-agrégation

Culture de 4ml de souches LAB sélectionnés a été mélangé avec une culture de Listeria
monocytogenes puis I’ensemble a été vortexé pendent 10s et incuber a 37°C. La DO du mélange

a ¢été mesurée a différents temps : initialement a Oh puis aprés 2h ,4h et 24h.

Le pourcentage de Co-agrégation a été calculer comme suit :
Co-agrégation (%) = [10D mix/(OD souche + OD pathogene)/2] x 100 (Cirat et al., 2024)
I1.12. Activité hémolytique

Le caractére hémolytique a été évaluer par ensemencement en stries sur une gélose au
sang (GN+ Sang5%). Apres incubation pendant une période de 24h a 37°C Dactivité
hémolytique a été observée. Trois type d*hémolyse peuvent étre distingué :

- o hémolytiques : couleur verte autour des colonies
-B hémolytiques : éclaircissement autour des colonies

- Y hémolytiques : le milieu n‘est pas modifié¢.(Hadef, 2011) (Casarott et al., 2017)
I1.13. La résistance aux antibiotiques

Ce teste permet d’évaluer la sensibilité ou la résistance des souches étudier face a certains

antibiotiques, en utilisant la méthode de diffusion en milieu solide.

Pour réaliser ce test, un antibiogramme en milieu solide est réalisé, chaque souche issue
d'une culture jeune de 18 h d'incubation a 37 °C, est ensemencée en surface de la gélose MRS
probablement coulée et solidifiée. Chaque souche est testée vis-a-vis six (6) disques

d'antibiotiques : ciprofloxacine, imipenéme, ceftriaxone, chloramphénicol, cefotaxine,
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amoxicilline. Les disques sont déposés a la surface des boites ensemencées par les souches
lactiques. Apres incubation a 37 °C pendant 18 h, les diamétres des zones d'inhibition ont été

mesures (Leroy et al., 2007 ; Liasi et al., 2009)

I1.14. Application alimentaire de Lactobacillus plantarum et Weissella
confusa comme cultures bioprotectrices dans une boisson fermentée a base
végétale (le lait d’amande) :

Dans cette étude, deux souches lactiques, Lactobacillus plantarum et Weissella confusa,
ont ¢té sélectionnées pour leur potentiel probiotique et biotechnologique, dans le but de
formuler une boisson végétale fermentée (type yaourt) a base de lait d'amande
Pour la préparation, 1 % d'une culture fraiche de chaque souche (préincubée pendant une nuit)
a ét¢ inoculée dans 10 ml de lait d'amande, puis incubée a 30 °C pendant 18 heures. Ensuite, 1
% de cette préculture a été transférée dans 100 ml de lait d'amande enrichi avec 0,3 % d'extrait
de levure. Cette préparation a été incubée a 30 °C pendant 5 heures, puis conservée a 4 °C
pendant une période de 28 jours. L'acidité (mesurée en degrés Dornic) a été évaluée aux jours

JO, J1,J7, J14 et J28 afin de suivre 1'évolution de la fermentation

I1.15. Application alimentaire de Lactobacillus plantarum et Weisella confusa
en tant que starter primaire pour la conception de boisson fermenté a base
végétale (le lait d’amande)

Pour évaluer le potentiel inhibiteur de ces souches contre Listeria monocytogenes, des
tubes contenant 10 ml de lait d'amande ont été préparés. Chacun a recu 1 % d'une culture fraiche
de L. plantarum, W. confusa ou L. monocytogenes, incubée a 30 °C pendant 18 heures. Par la
suite, ces cultures ont été utilisées a 1 % pour ensemencer 100 ml de lait d'amande (enrichi en
0,3 % d'extrait de levure), incubé a 30 °C pendant 5 heures, puis stocké a 4 °C pendant 28 jours.
La charge microbienne a été suivie a intervalles réguliers (JO, J1, J7, J14, J28) a l'aide de
milieux sélectifs. La présence de Listeria monocytogenes a €té suivie sur gélose Oxford, tandis
que les souches lactiques ont été dénombrées sur gélose MRS. Cette approche a permis
d'évaluer non seulement la capacité inhibitrice des souches lactiques, mais aussi leur dominance

dans le produit fermenté. (Cirat et al., 2024)
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I1.16. Conservation
11.16.1. Conservation a court terme

La conservation a court terme des isolats purifiés est réalisée par ensemencement des
souches pures sur gélose MRS inclinée a 1'aide d'une anse en platine stérile. Apres incubation
de 18h a 30 °C, les tubes sont placés a 4 °C. le repiquage des souches est effectu¢ toutes les

trois a quatre semaines afin d’assurer leur viabilité. (Saldi et al., 2002)
I1.16.2. Conservation a long terme

Apres 18 h de culture en milieu liquide, les cellules sont récupérées par centrifugation a
4000 tr/min pendant 10 min. Une fois le surnageant ¢liminé, on ajoute le milieu de conservation
compos¢ de : lait écrémé 70 % et 30 % de glycérol sur le culot. Les cultures sont ensuite
transférées en Eppendorf et conservée a -20 °C. La figure 01 montre le protocole de

conservation a longue durée (Badis et al., 2005). Les cultures peuvent étre conservées plusieurs

mois.
Jeter le Lait écrémé 70 %
surnageant +30 % de glycérol
— ] — |
wf

Cultures jaunes Centrifugation a Culot \Conservatlon

18h sur milieux 4000 tr/min a-20°C.

MRS liquide pendant 10 min

Figure 1: schéma de conservation a long durée des bactéries lactiques purifier
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III.1. Vérification de la pureté des souches
II1.1.1. Caractérisation macroscopique et microscopique
L’examen macroscopique a €té fait a 1’ceil nu par I’étude 1’aspect des isolats (colonies de

petite taille, arrondies, bombées, lisses, de couleur blanchatre et présentant un contour régulier.)

Les bactéries lactiques sur milieu liquide :
La croissance des bactéries apparait sous forme de trouble homogene dans le milieu MRS
liquide

I11.1.2. Examen microscopique (coloration de Gram)

L’observation microscopique a permis de distinguer des cellules de forme Cocci ou bacilles

Tableau II: Résultats de I'observation microscopique des souches lactiques.

Souche Forme Gram
LABI1 Cocobacille +
LAB2 Cocobacille +
LC1 Cocci +
rea Cocci +
LAB1 Cocci +
w2 Cocci + wi
w3 Cocci +

(+) : positif
II1.1.3. Test de catalase

Toutes les souches qui ont été testées n’a montré aucun dégagement de gaz (O:), ce qui
confirme que les isolats lactiques testés sont catalases négatives .En comparaison avec une
bactérie pathogene utilisée comme témoin positif (Escherichia coli), cette derniére a montré

une réaction catalase positive confirmée par I’apparition de bulles d’air.

e [’observation microscopique apres coloration de gram a révélé que les souches est gram
positives, traduisant une paroi cellulaire épaisse typique de ce groupe bactérien
e Par ailleurs, I’absence de dégagement de gaz lors du teste de catalase indique une

réaction négative.

C’est deux critéres confirment I’appartenance des souche étudiées au groupe des bactéries

lactiques.
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I11.2. Pouvoir protéolytique

L'activité protéolytique des BL a été largement étudiée grace a leur mécanisme bien
compris qui peut aider a I'hydrolyse des protéines complexes pour libérer les AA utilisés dans

l'industrie et, surtout, dans la formulation de compléments alimentaires. (Lim et al., 2019)

Dans notre étude L activité protéolytique des souches isolées a été évaluée sur milieux
PCA enrichie du 3%, 5%, 10% de lait écrémé afin de visualiser directement 1'activité¢ de
protéolyse extracellulaire. Les résultats obtenus lors de la réalisation de ce test sont résumés

dans le tableau III.

Toutes les souches testées ont montré une activité protéolytique qui a évalué avec
I’augmentation de pourcentage des protéines du lait 3%, 5%, 10% cette activité est mise en
¢vidence par 1’apparition d’un halo clair autour des colonies ensemencées ceci est grace a la

dégradation de la caséine (figure6).

Tableau III: diamétre de protéolyse des souches lactique testées (en mm)

Souche | Diamétres des halos (mm)
3% 5% 10%
LABI1 12 13 15
LAB2 16 17 21
LClI 18 19 22
LC2 12 15 17
Wi 12 15 20
W2 11 12 15
W3 12 13 18

I11.3. Pouvoir aromatisant

La production d'acétoine par les BL présente un intérét majeur dans l'industrie
agroalimentaire. Son role dans I'amélioration de l'ardme, de la saveur, de la qualité et de la
conservation des produits alimentaires fermentés en fait un ¢lément clé de nombreux processus

de fabrication. (Xiong et al., 2017)

Ont a trouver que tous les 7 souches testées ont montré une aptitude aromatisante avec
une intensité variable selon les espaces, la présence d’un anneau rouge autour des colonies
indique un potentiel aromatisant élevé important qui va participer aux caractéristiques

organoleptiques des aliments fermentés
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II1.4. Production des EPS

De nombreuse études ont démontré que les exopolysaccharides (EPS) sécrétés par les BL
présente un fort potentiel d’application dans divers produits alimentaires (Freitas et al., 2017)
(Benhouna, 2019) Ces bactéries contribuent a 1I’augmentation de la viscosité des aliments en
générant et en sécrétant des polymeéres saccharidiques; en raison de leur solubilité, ces
polymeres peuvent ¢galement étre utilisés pour améliorer la stabilité des produits alimentaires.

(Silva et al., 2023) (Benhouna, 2019)

La capacité de production d’exopolysaccharides par les souches testées a été évaluée sur

milieux hypersaccharosée.

La production d’EPS s’est manifestée par 1’apparition des colonies larges et visqueuses.

I11.5. Activité antibactérienne

Afin d’évaluer la capacité de nos souches a produire des substances antimicrobiennes,
des tests ont été réalisés selon la méthode directe, en présence de souches indicatrices telles que
Pseudomonas aeroginosa CNR ISPA PS20, E .coli ATCC 9525, Staphylococcus aureus ATCC
19095, Listeria monocytogene ATCC 9525, Klebsiella pneumoniae 13883.

Les résultats obtenus ont été enregistrer par des zones d’inhibition notée par un halo clair

autour des points d’ensemencement
Les diametres des zones d’inhibition sont résumés dans le tableau IIII, figure 10 et 11.

Les mesures des spectres d'inhibition ont révélé que toutes les souches lactiques testées
possedent une capacité antimicrobienne vis-a-vis des souches pathogenes ciblées, avec des
diamétres de zones d'inhibition variant de 15 mm a 35 mm. Parmi elles, la souche LC1 s'est
distinguée par une forte activité inhibitrice contre Listeria monocytogenes, avec une zone
d'inhibition atteignant 35 mm. De méme, la souche LAB1 a montré une activité antimicrobienne
remarquable, en particulier contre Listeria monocytogenes (29 mm), ainsi que contre
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli (25 mm chacune).
A Tl'inverse, la souche W2 a affiché une plus faible activité antibactérienne, avec une zone
d'inhibition de 15,3 mm seulement contre Pseudomonas aeruginosa. Ces résultats mettent en
¢vidence la variabilité de l'efficacité antimicrobienne selon les souches lactiques, suggérant un

potentiel sélectif dans leur application comme agents de biocontrdle.
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I11.6. Auto-agrégation

La capacité d'auto-agrégation constitue un critere clé dans 1'évaluation du potentiel
probiotique, car elle influence directement 1'adhésion des souches a différentes muqueuses,
notamment la cavité buccale, le tractus gastro-intestinal et le tractus urogénital (Cirat et al.,
2024). Les résultats obtenus ont mis en €évidence une variabilité significative de cette propriété
entre les souches testées, avec une dépendance marquée a la durée d'incubation. En remarque
que la W1 présente la plus fort capacité d’auto agrégation avec 18,52% aprés 2h et 35,50% apreés
4h et 70,25% apres 24h sui par la souche LAB1 avec 15,09%, 31,26%, 60,70% au méme temps

rrrrr

apres 4h et 50,14% aprés 24h.
II1.7. Co-agrégation

Les résultats de la co-agrégation avec Listeria monocytogenes ont montré que la souche
W1 présentait la meilleure stabilité, avec des taux de co-agrégation de 22,68 % aprées 2 heures,
22,41 % apres 4 heures et 22,29 % apres 24 heures d'incubation. La souche LAB1 a également
montré une interaction significative, atteignant 18,40 % a 2 heures, 18,26 % a 4 heures et 17,96
% a 24 heures. En revanche, W3 a affich¢ les pourcentages les plus faibles, avec 15.66 % apres
2 heures et 15,79 % aprés 4 heures et 16.10 % apres 24heures, Suivi de la cinétique

d’acidification dans milieu MRS liquide

A partir de I'analyse de la cinétique d'acidification dans le milieu MRS, il est intéressant
de noter que les cinq souches testées présentent un profil similaire. On observe une baisse
progressive du pH entre 0 et 15 h indiquant une bonne capacité acidifiante. Au-dela de cette
période le pH tend a se stabiliser atteignant une valeur comprise entre 3,90 et 4,10 selon la

souche étudiée.

I11.8. Suivi de la cinétique d’acidification dans le lait d’avoine

L'analyse des résultats obtenus a montré que toutes les souches testées possedent un
pouvoir acidifiant remarquable. On observe une diminution significative du pH du lait végétal
(lait d'avoine) durant les premiéres heures d'incubation, notamment de 0 h jusqu'a 15 h,
traduisant une forte activité métabolique. Au-dela de cette période, le pH tend se stabilise autour

de 4 indiquant que I’acidification a atteint un seuil
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I11.9. Suivi de la cinétique d’acidification et de la croissance des souches de
Lactobacillus plantarum et Weisella confusa en cultures pures et mixtes avec
des souches de Listeria monocytogéne dans le lait d’amande

Une analyse a été réalisée pour évaluer 1’évolution de la croissance des bactéries lactiques
en culture pure. Les résultats ont mis en évidence une progression significative de la densité
cellulaire, allant de 7.29 log UFC/ml a 0 h jusqu'a atteindre un pic de 8.70 log UFC/ml a 29 h
d'incubation. Cette augmentation traduit une bonne adaptation et une forte activité métabolique
des souches dans le milieu. Apreés 29 h, une 1égére baisse de la population est observée
atteignant 8.53 log UFC/ml a 48 h, probablement due a l'accumulation d'acides organiques qui

acidifient le milieu et freinent la croissance bactérienne.

Les résultats obtenus en culture mixte révelent une diminution notable de la croissance
de Listeria monocytogenes, passant de 7.16 log UFC/ml a 0 h a 5.82 log UFC/ml a 48 h. Cette

réduction témoigne d'une inhibition efficace exercée par les souches lactiques.

Cette activité antagoniste résulte probablement d'une combinaison entre 1'acidification

progressive du milieu et la production de composés antimicrobiens par les bactéries lactiques.

Suite aux mesures d'acidité réalisées en culture pure et en culture mixte, une diminution
progressive du pH a été observée durant les 15 premieres heures d'incubation indiquant une
forte activité acidifiante. Apres cette phase, le pH se stabilise atteignant 4,02 en culture pure et
3,96 en culture mixte. Cette différence suggere que l'environnement mixte favorise une
acidification légerement plus prononcée probablement en lien avec l'interaction entre les

bactéries lactiques et Listeria monocytogenes.

Les mesures d'acidité par la méthode Dornic vont influencer les résultats obtenus par la
baisse du pH. En effet, une augmentation progressive de l'acidité a été observée aussi bien en
culture pure qu'en culture mixte. Les valeurs initiales étaient de 7°D pour la culture pure et de
8°D pour la culture mixte a 0 h. Cette acidité a évolué¢ avec les temps pour atteindre 99°D en
culture pure et 103°D en culture mixte aprés 48 heures d'incubation, traduisant une

intensification de l'activité acidifiante, particulierement marquée en culture mixte.

II1.10. Activité coagulante

La coagulation correspond a la déstabilisation des micelles de caséine, qui s'agglutinent
puis se soudent pour former un gel capable d'emprisonner les éléments solubles du lait. Ce
phénoméne peut étre déclenché soit par une acidification, soit par l'action d'enzymes, soit

encore par la combinaison des deux. (Vignola, 2002)




Résultats

Les résultats obtenus concernant la coagulation dans différents types de laits : lait

d'amande, lait écrémé et lait d'avoine sont présentés dans la figure 18.

I11.11. Hémolytique

L'analyse sur gélose au sang n'a révélé aucune zone d'hémolyse, ni alpha ni béta, autour
des colonies de souches testées, ce qui suggere que ces derniéres ne présentent pas d'activité

hémolytique.
II1.12. Antibiogramme

La résistance aux antibiotiques constitue un critére essentiel dans le processus de sélection
d'une souche probiotique. Les résultats obtenus concernant la sensibilité et la résistance des

souches testées sont regroupés dans le tableau 10.

L'ensemble des souches testées s'est révelé sensible a la majorité des antibiotiques étudiés,
notamment I'imipenéme (IPM), le chloramphénicol (CL) et I'amoxicilline (AMO). En revanche,
les souches LAB2, LC1, LC2, W1, W2 et W3 ont révélées résistantes a la ciprofloxacine, tandis
que LABI a présenté une sensibilité intermédiaire. Concernant le céfotaxime, les souches
LABI1, LAB2, LC1, W1 et W3 ont affiché une résistance, alors que W2 s'est révélée sensible et

LC2 a présenté une sensibilité intermédiaire. Les résultats sont résumés dans le Tableau IV

Tableau V: résultats du test de sensibilité aux antibiotiques des souches lactiques

Souche Antbiotique
cip ipm ctr Cl ctx amo

LABI1 I S S S R S
LAB2 R S I S R I
LC1 R S S S R S
LC2 R S R I I S
W1 R S I I R S
W2 R S I I S S
W3 R S R S R I

Cip :ciprofloxacine , ipm : imipénéme , Ctr : ceftriaxone , CI : chloramphénicol ,
Ctx : cefotaxine , Amo : amoxicilline / S : sensible / R : résistant / I : intermédiaire




Résultats

II1.13. Application alimentaire de Lactobacillus plantarum et Weisella
confusa en tant que starter primaire et comme cultures bioprotectrices pour
la conception de boisson fermenté a base végétale (le lait d’amande)

Au cours du processus de fermentation du lait d'amande, 1'acidité Dornic a été mesurée
aux jours JO, J1, J7 et J14 pour les cultures pures, mixtes et le témoin. Les résultats montrent
une augmentation progressive de 'acidité au fil du temps. Pour la culture pure, les valeurs sont
passées de 5°D aJO, a29°D aJl, 51°D aJ7 et 63°D a J14. Pour la culture mixte, 1'acidité était
de 5°D aJ0, 37°D aJl, 63°D a J7 et 71°D a J14, indiquant une acidification plus marquée par
rapport a la culture pure. En revanche, le témoin présente une acidification plus faible avec des

valeurs de 3°D a JO, 16°D aJ1,42°D aJ7 et 47°D aJ14.

Concernant le controle microbiologique de la boisson fermentée , Dans la culture mixte
l'association des souches LAB1 et W2 a permis une inhibition compléte de Listeria

monocytogenes avec 0 % de croissance détectée sur gélose Oxford des le jour 7

A l'inverse en culture pure, une croissance progressive des souches passant de 7,43 log
UFC/ml a J14 a 8,07 log UFC/ml a J14. Cependant, une légere baisse de la population
bactérienne a été notée a J14 atteignant 7,92 log UFC/ml, probablement en raison de
I'accumulation d'acides organiques dans le milieu, ce qui a entrainé une acidification

défavorable a la croissance cellulaire




Discussion




Les bactéries lactiques (BL) jouent un double role fondamental : d’une part, elles sont au
ceeur de nombreux procédés industriels, notamment dans I’agroalimentaire, ou elles sont
largement utilisées pour maitriser la fermentation et améliorer les qualités organoleptiques des
produits (arome, texture, gott). D’autre part, elles sont reconnues pour leurs effets bénéfiques
sur la santé. En effet, au cours de la fermentation, ces bactéries produisent une variété de
composés bioactifs qui leur conférent des propriétés fonctionnelles précieuses. La
consommation d’aliments fermentés riches en BL est ainsi associée a de nombreux bienfaits,
comme 1’activité antimicrobienne, le renforcement du systéme immunitaire, ainsi que des effets
antioxydants, anti-inflammatoires ou encore hypoglycémiants. Ces propriétés font des BL des
candidats idéaux pour la formulation d’aliments fonctionnels a visée thérapeutique. Leur étude
et leur valorisation, tant sur le plan technologique que nutritionnel, représentent donc un enjeu
majeur pour le développement de solutions innovantes en alimentation et en santé. (Abdul

Hakim et al., 2023)

Dans ce travail, nous avons vérifié la pureté de sept souches de bactéries lactiques, déja
isolées et identifiées a partir de produits laitiers traditionnels tels que le lait de vache, le lait de
chamelle, le beurre et le fromage. L'objectif est d'évaluer leurs principales caractéristiques

biotechnologiques en vue de leur utilisation potentielle dans l'industrie agroalimentaire

Les bactéries lactiques regroupent principalement des bacilles et des coques a Gram
positif, généralement immobiles, ne formant pas de spores et présentant un métabolisme
anaérobie facultatif. Elles sont, pour la majorité, dépourvues de catalase, de cytochrome

oxydase et de nitrate réductase.(Papadimitriou et al., 2016)

L'observation microscopique réalisée au cours de notre étude a révélé la présence de
différentes morphologies cellulaires, notamment des coques et des coccobacilles, avec une
prédominance marquée des formes coques. Ces résultats sont en accord avec plusieurs travaux

antérieurs menés sur des souches isolées a partir de produits laitiers traditionnels. (Benhouna,
2019)

IV.1. Activité protéolytique

Selon la définition proposée par (Yelnetty et al., 2014) une souche lactique est considérée
comme protéolytique lorsqu'elle génere une zone de lyse comprise entre 5 et 15 mm, résultant
de la dégradation de la caséine. Sur la base de ce critere, nos isolats se révelent protéolytiques
avec des diamétres de zones de lyse variant entre 11 et 22 mm. Les souches LAB2 et LC1 ont

présenté la plus forte activité avec des zones de 21 mm et 22 mm respectivement tandis que la




souche W2 a montré une activité plus faible traduite par un diametre réduit reflétant sa capacité

limitée a hydrolyser la caséine.

Nos résultats collaborent avec ceux rapportés par (Fguiri et al., 2017) qui ont également
démontré l'activité protéolytique marquée de certaines souches de Lactobacillus issues de
produits fermentés. Ces propriétés leur conférent un intérét technologique important pour les

applications industrielles.

Les résultats de (Saidi, 2020) viennent également appuyer nos observations, en montrant
une activité notable chez Lc. lactis, Lb. rhamnosus et Ln. mesenteroides, contrairement aux

especes Enterococcus faecium et Enterococcus hirae, qui se sont révélées moins actives.

Plus récemment, (Genet et al., 2023) ont mis en le fort potentiel protéolytique des
Leuconostoc dans la dégradation des protéines laiticres, ce qui collabore également avec nos

données expérimentales

IV.2. Activité aromatisant

Les résultats obtenus ont révélé la formation d'un anneau rouge caractéristique chez
'ensemble des souches testées (LAB1, LAB2, LC1, LC2, W1, W2, W3) indiquant la production
d'acétoine et suggérant la présence potentielle de diacétyle, Cette observation met en évidence

le pouvoir aromatisant de toutes les souches étudiées.

Ces résultats collaborent avec ceux de (Rahli, 2015), qui a signalé que certaines especes
telles que Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis et Leuconostoc mesenteroides ssp.
cremoris sont réputées pour leur aptitude a générer des composés aromatiques en convertissant
le pyruvate en diacétyle, acétone, 2,3-butanediol et a-acétolactate des molécules responsables
des aromes typiques des produits laitiers , De plus (Mukisa et al., 2016) ont mis en évidence
la capacit¢ de Lactobacillus plantarum et Weissella confusa a produire efficacement des
composés aromatiques jouant un role crucial dans 1'amélioration sensorielle des aliments
fermentés.

Ces résultats sont ¢galement en accord avec ceux de (Benhouna, 2019) qui a souligné I'aptitude
remarquable des lactobacilles a produire de l'acétoine contrairement a d'autres souches qui ne

présentaient pas cette capacité.

Enfin, (Saidi, 2020) a rapport¢ une production positive d'acétoine indiquée par la
formation d'un anneau rose dans le bouillon Clark et Lubs chez toutes les souches de Lb.
rhamnosus, ainsi que chez les isolats d'Enterococcus faecium et E. hirae, et une souche de

Leuconostoc, tandis que les isolats de Lactococcus sont restés négatifs au test.




IV.3. Pouvoir Texturant

Parmi les trois souches analysées, les isolats appartenant au genre Leuconostoc n’ont pas
produit d’exopolysaccharides (EPS), ce qui est également le cas pour la majorité des isolats de
Weissella, a ’exception de 1’isolat W2 (49). En comparaison, Weissella a montré une capacité
notable a produire des EPS, alors que Leuconostoc présente une production plus modeste. Cette
différence pourrait étre liée a I’utilisation du sucre comme source de carbone, comme I’ont

rapporté (Cirat et al., 2024)

D’autre part (Chekhchoukh et al., 2016) ¢galement rapporté que la production des EPS
dépend principalement de la souche, du taux de croissance, de la température d’incubation, du
milieu de culture, de la vitesse d’acidification, du pH et de la quantité d’oxygene requis dans le

milieu de culture

Par ailleurs, aucun EPS est produite chez les isolats de Lactobacillus, ce qui rejoint les
observations de (Benhouna, 2019), qui souligne que ces souches utilisent également le
saccharose comme source de carbone, tout comme les souches de Leuconostoc. Cependant,
I’utilisation du saccharose ne semble pas garantir la synthése d’EPS chez toutes les especes
étudiées.

IV.4. Activité antimicrobienne

Les résultats obtenus par la méthode d'interaction directe entre les souches inhibitrices
(bactéries lactiques) et les souches indicatrices (bactéries pathogenes) ont montré que toutes les
souches lactiques testées étaient capables d'inhiber la croissance des pathogenes. Les diametres
des zones d'inhibition variaient selon la souche de bactérie lactique et la souche indicatrice
utilisée, reflétant une activité antimicrobienne différente d'une souche a une autre .Ces
observations rejoignent celles rapportées par (Keerthini et al., 2017) (Obabiyi et al., 2018) et
(Bouguerra, 2021) qui ont égalemnet noté que tous les isolats lactiques isolées de produits
fermentés représentent un effet actif contre les bactéries indicatrices a Gram positive et a Gram
négative telles que: Pseudomonas aeruginosa CNR ISPA PS20, E. coli ATCCS8739,
Staphylococcus aureus ATCC 19095, Listeria monocytogene ATCC 9525, Klebsiella

pneumoniae 13883.

Dans notre étude, l'activité antimicrobienne des souches testées a été évaluée et les

diameétres de zones d'inhibition contre cette bactérie variaient de 15mm a 35 mm




IV.4.1. L’activité antimicrobienne vis-a-vis Escherichia coli

Les figures 10 et 11 montrent que toutes les souches étudiées :Lactobacillus plantarum,
Leuconostoc mesenteroides et Weissella confusa ont inhibé la souche indicatrice Escherichia
coli. L'ensemble des isolats ont présenté une activité significative, avec des zones d'inhibition
comprises entre 17,5 mm et 25,5 mm Il est a souligner que les souches LAB1 et W1 ont
démontré une forte activité antimicrobienne, avec un spectre d'inhibition de 25,5 mm et 23,5
mm respectivement ce qui indique leur capacité a produire des biomolécules antibactériennes

actives.

Les Escherichia coli sont des micro-organismes trés polyvalents, faisant partie intégrante
du microbiote intestinal normal chez 'homme et chez les animaux. Bien que généralement
inoffensives en tant que bactéries commensales, certaines souches peuvent acquérir des
¢léments génétiques mobiles contenant des genes de virulence, les transformant ainsi en
pathogeénes capables de provoquer un large éventail de maladies intestinales et extra-
intestinales. A ce jour, neuf pathotypes entériques d'E. coli ont été bien caractérisés ; ceux-ci
sont responsables de diverses affections, allant de troubles gastro-intestinaux a des infections
urinaires. Ces pathotypes utilisent plusieurs facteurs de virulence et effecteurs moléculaires
pour altérer les fonctions des cellules hotes, modulant ainsi leur capacité pathogene et leur

virulence (Pakbin et al., 2021)

Les résultats obtenus concernant l'inhibition de E. coli sont en accord avec ceux rapportés
par (Anuarbekova et al., 2024), qui a mis en évidence une activité antimicrobienne des
Lactobacillus, en particulier Lactobacillus plantarum, avec une zone d'inhibition mesurant 12

mm
IV.4.2. L’activité antimicrobienne vis-a-vis Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae est un pathogeéne opportuniste capable de coloniser les muqueuses
et de se propager a d'autres tissus, entrainant ainsi des infections graves, parfois mortelles. Cette
bactérie est impliquée dans plusieurs maladies telles que les abces hépatiques, les bactériémies,
les pneumonies et les infections urinaires. Les personnes immunodéprimées constituent les
principales cibles de ces infections séveres. Cependant, I'émergence et la propagation de
souches hypervirulentes ont ¢élargi le spectre de 1'infection, touchant désormais également des

individus en bonne santé. (Abbas et al., 2024)

Les résultats de I'activité antibactérienne des souches lactiques vis-a-vis Klebsiella ont

montré que toutes les souches testées possedent un pouvoir inhibiteur, avec des diametres de




zones d'inhibition variant entre 17 mm et 25,5 mm Il est important de souligner que la souche
LABI a présenté la plus forte activité, avec un spectre d'inhibition de 25,5 mm. Ces résultats
sont en accord avec ceux rapportés par (El-Hokhtar et al., 2020), qui ont démontré 1'efficacité
antimicrobienne des lactobacilles contre Klebsiella pneumoniae. Plus précisément,
Lactobacillus plantarum et Lactobacillus rhamnosus ont montré des performances inhibitrices

notables, avec des zones d'inhibition respectives de 21 mm et 19 mm.
IV.4.3. L’activité antimicrobienne vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est un pathogéne opportuniste a Gram négatif qui infecte les
patients atteints de mucoviscidose, de brilures, d'immunodéficience, de bronchopneumopathie
chronique obstructive (BPCO), de cancer et d'infections graves nécessitant une ventilation,

comme la COVID-19. (Qin et al., 2022)

En ce qui concerne l'activité antibactérienne des souches lactiques vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa, les résultats obtenus révelent des diametres de zones d'inhibition
variant de 15 a 24 mm. La souche LC2 a présenté I'effet inhibiteur le plus prononcé, avec un
diamétre de 24 mm, suivi des souches W3 et LAB1, avec des diamétres respectifs de 18 mm et
17 mm. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par (Mokdad, 2020), qui a observé
des diamétres d'inhibition allant de 15,44 mm a 19,99 mm. Ils concordent également avec les

travaux de (Li et al., 2023), qui ont rapporté des valeurs comprises entre 11 mm et 22 mm
IV.4.4. L’activité antimicrobienne vis-a-vis Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est une bactérie opportuniste a Gram positif, responsable de
nombreuses infections, notamment ostéoarticulaires, pulmonaires, cardiovasculaires et
nosocomiales. Sa forte prévalence, surtout chez les individus immunodéprimés, en fait un
pathogene majeur. Son pouvoir infectieux repose sur divers facteurs de virulence lui permettant
d'adhérer, d'envahir les tissus et d'échapper aux défenses immunitaires de 1'hote.(Rasquel-

Oliveira et al., 2025)

D'apres les résultats du test d'antagonisme, toutes les souches lactiques étudiées ont
démontré une activité¢ antibactérienne vis-a-vis Staphylococcus aureus, avec des diametres de
zones d'inhibition variant entre 18 et 25 mm. Les souches LB1, LC1 et W1 se distinguent par
une forte activité inhibitrice, atteignant respectivement 25 mm, 23 mm et 24 mm. Ces résultats
sont en accord avec ceux rapportés par (Sharma et Lee, 2025), qui ont montré que des souches
telles que Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Leuconostoc et Weissella

mesenteroides possedent un fort pouvoir antagoniste contre plusieurs pathogeénes alimentaires,




notamment Listeria monocytogenes, Escherichia coli et Staphylococcus aureus. Cette action
antimicrobienne est principalement attribuée a la production de bactériocines, d'acides

organiques et d'autres métabolites inhibiteurs.

(Anuarbekova et al., 2024) a également mis en évidence le fort potentiel antimicrobien
des souches de Lactobacillus, en particulier Lactobacillus plantarum, qui a présenté une activité
inhibitrice significative contre Staphylococcus aureus, avec une zone d'inhibition mesurée a 16

mm.

(Mami et al., 2008), ainsi que (Bhola & Bhadekar, 2019) ont rapporté que les souches

de Lactobacillus plantarum isolées a partir de lait cru de chévre présentent une activité

inhibitrice notable contre Staphylococcus aureus.
IV.4.5. L’activité antimicrobienne vis-a-vis Listeria monocytogenes

Selon les figures 12 et 13, les diameétres des zones d'inhibition des souches lactiques vis-
a-vis de Listeria monocytogenes varient entre 16 mm et 35 mm. La souche LC2 a présenté
l'activité antimicrobienne la plus marquée, avec un diameétre de 35 mm, suivie par LABI et
LC1, qui ont respectivement montré des zones d'inhibition de 29 mm et 27mm. Ces résultats
sont en accord avec ceux de (Mokdad, 2020), qui a rapporté des diametres allant de 16,37 a
20,28 mm Ils rejoignent également les travaux de (Zuo et al., 2014), (Sharma et Lee, 2025),
qui ont démontré que des souches telles que Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei
Leuconostoc et Weissella mesenteroides présentent un fort pouvoir antagoniste contre divers

pathogénes alimentaires, y compris Listeria monocytogenes.

Listeria monocytogenes est une bactérie pathogene d'origine alimentaire, Gram positive
et intracellulaire, capable de survivre dans des conditions environnementales difficiles.
Psychrotrophe, non sporulée et anaérobie facultative, elle est responsable de la listériose, une
infection rare mais grave, souvent associée a une mortalit¢ élevée, notamment chez les
personnes fragiles. Cette bactérie se distingue par sa capacité¢ a former des biofilms sur les
surfaces industrielles et a résister aux désinfectants, ce qui la rend persistante dans les
environnements de production alimentaire. Présente dans de nombreux milieux naturels (sol,
eau, végétaux, produits laitiers et carnés), elle alterne entre une vie saprophyte libre et un
comportement pathogeéne chez I'hdte. La contamination se fait principalement par des aliments
préts a consommer. Une fois ingérée, L. monocytogenes peut provoquer une gastro-entérite

bénigne ou une infection invasive sévere. Sa résilience et sa virulence font partie des dangers




majeurs pour la sécurit¢ alimentaire et constituent un défi constant pour l'industrie

agroalimentaire. (Manyi-Loh & Lues, 2025)

Notre résultat obtenu nous permettant de conclure que tout notre souche étudié¢ (LABI1,
LAB2, LC1; LC2, W1, W2, W3) caractérisées par un pouvoir inhibiteur dirigé contre les
bactéries pathogenes testé : Pseudomonas aeruginosa CNR ISPA PS20, E. coli ATCC8739,
Staphylococcus aureus ATCC 19095, Listeria monocytogene ATCC 9525, Klebsiella

pneumoniae 13883.

L'activité antibactérienne des bactéries lactiques résulte principalement de la production
d'acides organiques, de H>02, de CO2, de composés volatils (diacétyle, acétone) et de
bactériocines. Les acides lactique et acétique agissent en acidifiant le milieu et en perturbant la
membrane cellulaire des pathogeénes, entrainant ainsi leur inhibition. (Ryu & Chang, 2013)

(Suskovié et al., 2010) (Essayas et al., 2020)

IV.5. Auto agrégation

Les résultats relatifs a 1’auto-agrégation ont montré des variations notables entre les
souches de Weissella testées. La souche W1 a présenté¢ la plus grande capacité d’auto-
agrégation, avec un pourcentage de 18,52 % apres 2 heures et de 35,50 % apres 4 heures et
70,25 % apres 24h .Ces valeurs sont relativement proches de celles rapportées par (Cirat et

al., 2024), qui ont observé 37,8 % apres 4 heures et 65,7 % apres 24 heures.

Concernant la souche de Lactobacillus plantarum, les résultats de (Cirat et al., 2024),
indiquent un faible taux d’auto-agrégation de 27,0 % aprés 4 heures. En comparaison, notre
souche LBI a affiché une capacité 1égerement supérieure, atteignant 31,26 % a 4 heures et

s’élevant a 60,70 % apres 24 heures.

Les pourcentages d’auto-agrégation variant entre 30 % et 76 % ont été rapportés pour

différentes souches de Lactobacillus par. (Kessaa et al., 2014).

IV.6. Co-agrégation

Les résultats obtenus pour toutes les souches du genre Weissella ont démontré une
performance stable en Co-agrégation, avec des pourcentages de 18 % apres 2 heures, 20 %
apres 4 heures, et 22 % apres 24 heures, ce qui est en accord avec les résultats de (Cirat et al.,
2024). Et plus, les souches de Lactobacillus ont présenté des taux de co-agrégation plus faibles,

avec une moyenne d’environ 18 %, et ce, malgré les différentes durées d’incubation.




IV.7. Cinétique d’acidification dans MRS liquide

A partir des résultats obtenus, I’ensemble de nos souches (LC2, W1, W2, W3, LAB1) ont
présenté des valeurs de pH initiales allant de 6.05 a 6.17, avec notamment LC2 a 6.17, W2 a
6.05, LAB1 2 6.07, et W3 et W1 a 6.13. Ces valeurs sont comparables a celles rapportées par
(Allouche et al., 2010), qui indiquent un pH a temps 0 compris entre 6 et 6.20. Une baisse du
pH a ensuite été observée apres 24 heures d’incubation, atteignant des valeurs comprises entre
4.19 et 4.09, en accord avec les observations de (Allouche et al., 2010) (Belahmar, 2022).

Apres 48 heures, le pH a continué de diminuer pour atteindre 3.98.

IV.8. Cinétique d’acidification dans le lait d’avoine

Le pH mesuré a temps 0 pour nos résultats montre que les souches LAB1 et W2 présentent
un pH acide respectivement de 6.14 et 6.12, tandis que la souche W3 affiche un pH de 6.17.
Pour la souche W2, le pH est de 6.21, et pour la souche W1, il atteint 6.22. Ces valeurs sont
comparables a celles observé par (Raja. 2024), qui indique un pH initial compris entre 6 et 6.19
pour I’ensemble de ces souches. Apres 24 a 48 heures d’incubation, une diminution progressive
du pH est observée pour toutes nos souches, atteignant des valeurs comprises entre 4.56 et 4.04,
ce qui est le méme rythme aves les résultats de (Raja. 2024), ou un pH de 4.02 a été relevé dans

les mémes conditions apres 24 ou 48 heures.

IV.9. Cinétique d’acidification et de la croissance des souches de
Lactobacillus plantarum et Weisella confusa en cultures pures et mixtes avec
des souches de Listeria monocytogene dans le lait d’amande

IV.9.1. Cinétique de la culture pure

A partir de I’analyse des cinétiques de croissance, toutes les souches toutes les souches

lactiques sélectionnées présentent un profil similaire en début de phase exponentielle.

En ce qui concerne nos résultats, la croissance en culture pure a temps 0 des deux souches,
Lactobacillus et Weissella, a présenté des valeurs initiales relativement élevées, atteignant 7,29
log UFC/ml. Aprés 24 heures d’incubation, une augmentation significative de la croissance a
été constatée atteignant 8,59 log UFC/ml de la phase exponentielle. Ces résultats sont tres
proches de ceux rapportés par (Benyoucef, 2018), qui avait observé une concentration de 7log
UFC/ml a temps 0 et 8,5 log UFC/ml apres 24 heures. De plus, nos données indiquent une
stabilité de la croissance jusqu’a 48 h, avec des valeurs entre 8,59 et 8,53 log UFC/ml, suggérant

un rythme de croissance constant sur cette période.




IV.9.2. Cinétique de la culture mixtes

Les résultats démontrent une diminution de la croissance e Listeria , une concentration
initiale ( 7.5 log UFC/ml)a temp O de Listeria diminue apres 24h jusqu’a 5.71ogUFC/ml jusque
5.5 logUFC/ml , en comparaison avec les résultats de (Benyoucef, 2018) qui a observé une
diminution de la croissance de Listeria dans une culture mixe de Concentration 7logUFC/ml
jusque 6.5 logUFC/ml aprés 24h, Cette diminution remarquable dans notre résultats et les
résultats comparatif peut étre attribué par une inhibition exercer par nos souches qui a utilisé le
sucre pour la syntheése d’acides organique qui acidifi¢ le milieu pour un PH acide , le milieu

est devenue défavorable pour la croissance de Listeria.
I1V.9.3. PH et acidité Dornic cultures pures et mixtes

La production d’acide lactique a été suivie au cours du temps en utilisant des cultures
pures des souches LABI et W2 ainsi qu’une culture mixte avec Listeria, en paralléle avec la

mesure du pH et de 1’acidité Dornic.

-L’évolution du pH et de I’acidité Dornic de nos souches a mis en évidence un pH
maximal de 6,24 et une acidité de 3,5°D au temps initial, des valeurs similaires a celles
rapportées par Raja C. (2024), qui a observé un pH de 6,2 a TO. Une diminution progressive du
pH a été observée entre 24 h et 48 h, atteignant des valeurs comparables a celles obtenues par
Raja C. (2024), soit entre 4,03 et 3,96, accompagnée d’une augmentation de 1’acidité Dornic,

variant entre 45,5°D et 49,5° ».

Concernant les résultats obtenus avec la culture mixte en présence de Listeria, le pH initial
mesuré a TO était de 6,14. Une baisse significative du pH a été observée apres 48 heures,
atteignant des valeurs comprises entre 4,03 et 3,96, accompagnée d’une augmentation de
’acidité Dornic jusqu’a 51,5°D. Ces résultats sont comparables a ceux rapportés par Raja C.

(2024), qui a également noté une diminution du pH atteignant 4,19.

IV.10. Activité hémolytique

L’¢évaluation de I’activité hémolytique a révélé que I’ensemble des souches isolées ne
présente aucune activité hémolytique, ce qui suggere un profil de sécurité favorable pour une
utilisation potentielle comme probiotiques, nos observations sont en accord avec les travaux de
(Mokdad, 2020) concernant les souches de Leuconostoc mesenteroides, lesquelles se sont
également révélées non hémolytiques, confirmant 1’absence de capacité a hydrolyser les

globules rouges humains et renforcant ainsi leur innocuité sur le plan hématologique.




IV.11. Antibiogramme

Toutes les souches testées ont montré une sensibilité notable a plusieurs antibiotiques,
notamment I’imipénéme (IPM), le chloramphénicol (CL) et I’amoxicilline (AMO), ce qui est
un critére favorable dans le cadre de leur utilisation potentielle comme probiotiques.

Néanmoins, certaines souches ont affiché une résistance a différents antibiotiques.

Toutefois, une résistance a été observée chez les souches LAB2, LC1, LC2, W1, W2 et
W3 a la ciprofloxacine (CIP), et une résistance a la céfotaxime chez les souches LAB1, LAB2,

LCI, W1 et W3.

Ces résultats soulignent I’importance d’évaluer le profil de sensibilité aux antibiotiques
lors du choix de souches a potentiel probiotique, afin d’écarter tout risque de dissémination de
genes de résistance. En accord avec les travaux de Mokdad (2020), certaines bactéries lactiques
peuvent naturellement exprimer des résistances, ce qui nécessite une vigilance particuliere

avant leur application en industrie agroalimentaire ou en santé humaine

IV.12. Application alimentaire de Lactobacillus plantarum et Weisella
confusa en tant que starter primaire et comme cultures bioprotectrices pour
la conception de boisson fermenté a base végétale (le lait d’amande)

Les résultats de l'acidification mesurés a travers l'acidité Dornic aux jours JO, J1, J7 et
J14 confirment la capacité des souches Lactobacillus plantarum et Weissella confusa a agir
comme cultures de départ (starter primaire) pour la fermentation du lait d'amande. En culture
pure, l'acidité est passée de 5 °D a JO a 63 °D a J14, tandis qu'en culture mixte, elle a atteint 71
°D & J14, montrant une activité acidifiante plus marquée. A l'inverse, le témoin a présenté une

acidification nettement plus faible (47 °D a J14).

Cette acidification soutenue refléte une intense activité¢ métabolique des souches utilisées
contribuant a l'abaissement du pH ce qui est essentiel pour la coagulation, la conservation et la
stabilit¢ microbiologique de la boisson fermentée. Ces résultats sont en parfaite concordance
avec les données de (Raja, 2024), qui a rapporté une diminution du pH a 4,3 pour la culture

pure, 4,1 pour la culture mixte et 4,4 pour le témoin a J14.

Concernant le contréle microbiologique de la boisson fermentée, les résultats montrent
que l'association des souches LAB1 (Lactobacillus plantarum) et W2 (Weissella confusa) en
culture mixte a conduit a une inhibition totale de Listeria monocytogenes, avec aucune

croissance détectée sur gélose Oxford dés le 7 jours.




En revanche, en culture pure, L. plantarum et W. confusa ont montré une croissance
progressive, atteignant 8,07 log UFC/ml a J14, avant de diminuer légérement a 7,92 log
UFC/ml, probablement en raison de l'accumulation d'acides organiques ayant entrainé une

acidification du milieu, défavorable a la croissance bactérienne.

Ces observations corroborent les travaux de (Raja, 2024), qui ont montré que Listeria
monocytogenes est efficacement éliminée par Lactobacillus plantarum et Weissella confusa des
les premiéres étapes de fermentation. Par ailleurs, ces deux souches ont démontré une bonne
capacité de croissance en culture pure, avec des populations vont de 7,5 a 8,5 log UFC/ml,
confirmant leur potentiel en tant que cultures de départ pour la formulation de boissons

fermentées d'origine végétale.




Conclusion




Conclusion

Les BL occupent une place prépondérante dans les industries alimentaire et
pharmaceutique en raison de leurs nombreuses applications. Utilisées comme cultures de
démarrage, elles jouent un role clé dans le processus de fermentation des aliments, ce qui

améliore leurs propriétés gustatives, leur texture et leur durée de conservation.

Par ailleurs les BL agissent comme un agent de contrdle biologique, elles empéchent la
croissance des micro-organismes nuisibles ce qui garantit la sécurité microbiologique des

aliments.

En tant que probiotiques, les BL exercent des effets bénéfiques sur la santé humaine en
participant a I’équilibre du microbiote intestinal, et au renforcement de systéme immunitaire et

en facilitant la digestion

Notre étude a permis d'approfondir nos connaissances sur les caractéristiques
biotechnologiques et probiotiques des sept souches étudier (LAB1, LAB2 , LC1 , LC, W1,
W2, W3 )les tests réalisés ont porté sur I’évaluation de plusieurs aptitudes technologique : Le
suivi de l'activité protéolytique, lipolytique, pouvoir texturant (production d'EPS), le potentiel
aromatisant ainsi que la capacité a produire des substances antimicrobiennes contre des especes
photogene suivantes: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa et Listeria monocytogenes . Et la cinétique d’acidification et de la
croissance, les capacités d’agrégation et de Co-agrégation, ainsi que la sensibilité aux
antibiotiques (I'antibiogramme) ont également été suivie afin de mieux caractériser le potentiel

probiotique de ces souches

A travers ces tests il a été confirmé que 1’ensemble des souches étudiées présente une
bonne aptitude a la production d'acide lactique, cette acidité produite contribue a la coagulation
du lait et a la conservation de nombreux produits alimentaires, un pouvoir protéolytique notable
a €t¢ observé chez toutes les souches, et la souche W2 est distinguer par une production
significative d’EPS indiquant un bon potentiel texturant. Par ailleurs, toutes les souches ont
démontré une activité antimicrobienne élevée inhibent efficacement plusieurs agents
pathogenes telle que: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa et Listeria monocytogenes

Les résultats obtenus montrent que les souches sélectionnées présentent des
caractéristiques biotechnologiques intéressantes, notamment dans leur utilisation comme
ferments de départ pour la production de boissons végétales fermentées a base de lait d'amande.

Cette application, encore peu développée en Algérie, ouvre la voie a de nouvelles perspectives




Conclusion

dans l'industrie agroalimentaire, en particulier dans le domaine des aliments fonctionnels

d'origine végétale.
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Annexe 1 : matérielle étudier dans cette étude
1. Matériel
I.1 Milieux de culture (Voir I’annexe ...)

Plusieurs milieux de culture ont été utilisés au cours de cette étude expérimentale, il s’agit des
milieux suivants :

e Géloses : MRS, PCA, GN, gélose au sang, MH

¢ Bouillons : MRS liquide, BN, Clark et Lubs, lait écréme ,oxford
1.2.Produits chimiques et réactifs :

¢ Colorants:Violet de Gentiane, fuschine, cristal violet, , Phénolphtaléine,
e Les réactifs : réactifs de Vogues Proskaeur (VPI et VPII),

e Sucres (glucose)

e Tween 80, d’huile d’olive, H20

e huile d’immersion

Solution utuliser : eau physiologique, eau distillée

Appareillage :

e Etuve bactériologique (WISVEN).

e Bain-marie (MEMMET).

e Réfrigérateur (Condor).

e Autoclave (WISCLAVE).

e Vortex (VELP).

e Balance de précision (KEREN).

e Balance ¢électrique (KEREN).

e Microscope optique (ZEISS).

e Agitateur muni d'une plaque chauffante (VWR).

Autres matériels :

e Bec-benzeéne.

e Boites de Pétri.
e Tubes a essai.

e [Lames.

e Lamelles.

e Anse de platine.
e Pipettes Pasteur.
e Portoirs.
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e Flacons stériles.
e Papier parafilm

Annexe 2: composition des milieux de culture :

» Tableau 01 : Composition du bouillon nutritif

Composants Quantité
Extrait de viande 5¢g
Peptone 10g
Chlorure de sodium S5g
Eau distillée 1000ml
pH final 7.2

Autoclavage 120°C pendant 20 min

» Tableau 02 : Composition du bouillon MRS.

Composants Quantité
Acétate de sodium 5¢g
Eau distillée 1000ml
Extrait de levure S5¢g
Extrait de viande 10g
Glucose 20g
Phosphate bi potassique 2g
Peptone 10g
Citrate d’ammonium 2g
Sulfate de magnésium 0.2g
Sulfate de manganese 0.05¢g
Tween20 Iml
pH final 6.5+/-0.1

Autoclavage 120°C pendant 20 min

» 03: Composition du milieu MRS

-27,5 g dans 500 ml PH=6,8, autoclavage 20 min a 121°C
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» Tableau 04: Composition du milieu Mueller Hinton.

Composants Quantité
Agar 10
Amidon 1.5
Extrait de viande 2g
Hydrolysant acide de caséine 17.5
pH final 7.4

Autoclavage 120°C pendant 20 min

» Tableau 05: Composition du milieu clark et Lubs

Composants Quantité
- Peptone trypsique ou poly peptone 5-7¢
Glucose 5¢g
Phosphate dipotassique 5g
pH final 7

Autoclavage 120°C pendant 20 min

» Tableau 06: Composition du milieu PCA

Composants Quantité
- Peptone de caséine 5¢g
Extrait de levure 25¢g
Glucose lg
Agar I5¢g
pH final 7

Autoclavage 120°C pendant 20 min
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Annexe 3: photos des appareilles utiliser dans cette étude
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Annexe 4: coloration de Gram
Technique de la coloration de Gram
-Sur une lame propre, on dépose une goutte d’eau physiologique, puis on réalise une suspension

bactérienne a partir d’une culture pure, en étalant les bactéries en une couche fine.

-On laisse sécher le frottis a Iair libre, puis on le fixe en passant rapidement la lame dans la
flamme d’un bec Bunsen. Cette étape permet de tuer les bactéries, de conserver leur structure

cytologique et de les fixer a la surface de la lame.

-Ensuite, on applique quelques gouttes de violet de gentiane sur le frottis et on laisse agir

pendant une minute avant de rincer a I’eau.

-On ajoute ensuite quelques gouttes de Lugol, qui agit comme mordant, et on laisse agir entre

30 secondes et une minute, puis on rince a nouveau.

-On procéde a la décoloration en versant délicatement quelques gouttes d’alcool tout en
inclinant la lame, pendant 20 a 30 secondes. On rince ensuite abondamment a I’eau pour arréter

la décoloration.

-On applique ensuite quelques gouttes de fuchsine, qu’on laisse agir entre 30 secondes et une

minute, puis on rince doucement a 1’eau distillée.
-On séche ensuite la lame a I’aide d’une platine chauffante réglée a 50 °C.

-Enfin, une fois le frottis bien sec, on observe I’échantillon au microscope, en déposant une

goutte d’huile a immersion, avec 1’objectif x100.
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