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Abstract

Our research is based on the artisanal preparation of traditional cow's milk cheese under
sterile conditions, using isolated and identified lactic acid bacteria and no chemical additives
(rennet, acids, ferments or preservatives). We apply various tests (GRAM staining, catalase test,
fermentation test, fermentative sugar profile, interaction test between lactic acid bacteria and
pathogenic bacteria) to identify isolated strains. We obtained 12 strains of the Lactobacillus

genus and selected the four (4) strains with the best physical and chemical characteristics.

Cow's milk went through several stages (milk preparation, filtration, coagulation, curd

slicing, draining and salting), and we added plant extracts to differentiate its organoleptic quality.

The result is a cheese with a distinctive taste, smell and texture. And we monitored its shelf life

and noticed that it was long.

Keywords: Lactic acid bacteria, Traditional cheese, Lactobacillus, Cow's milk



Résumé

Notre recherche est basée sur la préparation artisanale du fromage traditionnel de lait de
vache dans des conditions stériles a base des bactéries lactiques isolés et identifies et sans aucun
additif chimique (présures, acides, ferments et conservateurs). Nous appliquons des déférents
testes (coloration de Gram, teste catalase, teste de fermentation, profile fermentaire des sucres,
Test d’interaction entre les bactéries lactiques vis-a-vis des bactéries pathogénes) pour bien
identifier les souches isoles. Nous avons obtenu 12 souches de genre Lactobacillus et sélectionné

les quatre (4) souches présentant les meilleures caractéristiques physiques et chimiques.

La fabrication du fromage a été effectuée traditionnellement par 1’addition des isolats lactiques.
le lait de vache est passé par plusieurs étapes (la préparation du lait, la filtration, la coagulation,
tranchage du caillé, 1’égouttage et le salage), nous avons ajouté des extraits des plantes pour
différenciés sa qualité organoleptique.

Au final, nous avons obtenu un fromage avec un godt, une odeur et une texture distinctifs. Et

nous avons suivi sa durée de conservation et avons remarqué qu'il était long.

Mots clés : Bactéries lactiques, Fromage traditionnel, Lactobacillus, Lait de vache.



Liste des abréviations

BCAA : acide amineé a chaine ramifiée.
CM : Cow Milk.

EPS : Les exo polysaccharides.

FF : Aliments fermentes (fermented food).
GABA : acide y-aminobutyrique.

GRAS : généralement reconnu comme sdr.
GTP : guanosine triphosphate.

HePS : hétéropolysaccharides.

HoPS : homopolysaccharides.

IL : interleukine.

LA : acide lactique.

LAB : Les bactéries lactiques (lactic acid bacteria).



Liste des figures

Figure 4. Formation de coagulum et separation de 1aCtoSErum. ...........cccevvvevveieieesecie e 21
Figure 5. I'égouttage du TaCtOSEIUM.........c.oiiiiiiiiiiieeie s 22
Figure 6.Ajout d'extraits de plantes MEdICINAIES. .........cccooiiiiriiiiii e 23

Figure 7. Observation macroscopique des LAB isolées du lait de vache sur gélose MRS solide24

Figure 8.0bservation macroscopique des LAB isolées du lait de vache dans bouillon MRS. ....25
Figure 9. Observation microscopique des LAB isolées du lait de vache (x100). ........cccceevreeene. 26
Figure 10. Résultat de types de fermentation. ...........cocoeveiiirriiieneeeses s 27
Figure 11. Résultat du test de fermentation..............ccccveeiieiiiic s 28
Figure 12.Résultat du profile fermentaire des SUCIES. .......cceevveieiieiiee e 28

Figure 13. Résultat de test d’interaction entre les bactéries lactiques vis-a-vis des bactéries

O L0 T=T TSRS 29

Figure 14. Résultat de fabrication de fromage traditionnel.............cccoooeiieiieieicce e 30



Listes des tableaux

Table 1. Bactéries lactiques definies (LAB) et leurs caractéristiques les plus courantes .............. 2
Table 2. Familles et genres des bactéries lactiques (LAB) ......covvvieieie i 3
Tableau3. Composition moyenne du lait de différentes espéces animales . .........cccccccevevrvirannns 12
Tableau4. Composition du lait €N MINEFAUX . ......c.ccveireiieiieie e 13
Table 5. Résultat de la coloration de GRAM. ... 25
Tableau 6. Résultat du profile fermentaire des SUCIES. ......ccucvvevieieriiiiisi e 28



Introduction



Introduction

Introduction

Les produits laitiers (Le lait fermenté sont considérés comme I'un des aliments les plus
importants et les plus anciens consommeés par I'homme. Au-dela de leurs propriétés
nutritionnelles et organoleptiques, les bienfaits des produits laitiers fermentés pour la santé sont
connus depuis longtemps (Burgos et al., 2020). Les aliments fermentés sont généralement
contenus des micro-organismes généralement considérés comme sdrs (GRAS) qui peuvent
produire un certain nombre de sous-produits/métabolites bénéfiques tels que les bactériocines,

I’éthanol, les acides, acides gras, dioxyde de carbone, et autres (Macori et al.,2018).

Les bactéries lactiques (LAB) sont un groupe de bactéries qui comprend des genres tels
que Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus et Streptococcus et se trouvent
fréguemment dans les aliments fermentés laitiers (Pessioneet al.,2012). Aparté des aliments
fermentés laitiers, les bactéries lactiques se trouvent également dans les légumes fermentés, la
viande fermentée, et céréales fermentées (Kim et al.,2016). L’ingestion de probiotiques
harmonise la composition des micro-organismes commensaux de 1’environnement intestinal et
urogénital en entrant en compétition avec les agents pathogenes pour les nutriments et les sites
de liaison et par la production in situ de métabolites antimicrobiens (Zoumpopoulou et al. 2017).
De plus, les probiotiques contribuent & améliorer la fonction de barriére muqueuse en modulant
les réponses immunitaires de I’hdte et en contrdlant les symptomes de 1’inflammation gastro-
intestinale des conditions comme celles observées dans les maladies inflammatoires de 1’intestin
(MICI) (Hardy et al. 2013). Moins évidente est la contribution que les bactéries laitieres peuvent
exercer dans la prévention et le traitement de différentes maladies humaines, notamment
gynécologiques, reproductives, métaboliques, cardiovasculaires, ostéoporoses, ainsi que le

controle de I’apoptose (Rooks et al., 2016).
Dans ce contexte, les objectifs assignés a notre travail consistent a réaliser :

e [’isolement, la purification et I’identification phénotypique des bactéries lactiques a partir d’un

lait cru des vaches.

e La mise en évidence de pouvoir antimicrobien dans le but de sélectionner des souches

inhibitrices possedant un pouvoir inhibiteur contre les germes pathogénes.

e Fabrication artisanale du fromage a partir de souches isolées et purifiés
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|. Etude bibliographique
I.1. Les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques (LAB) sont des micro-organismes a Gram positif, catalase négative, qui
produisent de 1’acide lactique sous forme de produit métabolique majeur de la fermentation des
glucides(Mokoena et al.,2021) (tableau 1).Le groupe des bactéries lactiques (LAB) est
phylogénétiquement localisé dans la branche Clostridia et comprend cocci, coccobacilles ou
batonnets non sporulés, et anaérobies aérotolérants, dont la composition de base de ’ADN
molaire est inférieure a 50% G+C. Pediococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc et
Streptococcus sont Espéces communes de LAB associées a la fermentation des aliments. En
raison de leur remarquable capacité a entreprendre une fermentation anaérobie et leur bonne
physiologiques, de survie et probiotiques, certains LAB ont un intérét particulier pour
I’amélioration de la stabilité des matieres premicres, des valeurs nutritionnelles et des propriétés

sensorielles des aliments (Mgomi et al.,2022).

Table 1. Bactéries lactiques définies (LAB) et leurs caractéristiques les plus courantes (Castillo
etal., 2013).

LAB Family Genus Gram Growth conditions Type of
Lactic Acid
Heat-stable Salt-tolerant Apid-
(45°C) aswNacly e
(PH 4,9)
Dairy Lactobacillaceae Lactobacillus + Changeable Changeable D, L,DL
Pediococcus + Changeable - + L, DL
Streptococcaceae Streptococcus + Changeable L
Lactococcus + Changeable L
Propionibacteriaceae  Propionibacterium +
Enterococcaceae Enterococcus + + + L
Leuconostocaecae Leuconostoc + Changeable D
Nondai ry Aerococcaceae Aerococcus + - L
Carnobacteriaceae Carnobacterium + - NA L
Enterococcaceae Tetragenococcus + + Changeable L
Enterococcaceae Vagococcus 1 - NA L
Fructobacillus + NA - NA D
Leuconostocaecae Oenococcus + - Changeable D
Weissella + - Changeable D, L
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Bien que les LAB présentent une diversité considérable d’especes et de souches et qu’elles
puissent jouer un réle important dans différents écosystémes, les aliments reste leur principale
source et leur créneau d’activité préféré. C’est principalement parce que [’activité de
fermentation du LAB a été associée aux aliments et étudiée dans les aliments fermentés (FF)
depuis début des années 1900 (Cordain et al., 2005).

Certaines souches de LAB sont également considérées comme des probiotiques potentiels, et bon
nombre d’entre eux sont commercialisés dans des préparations probiotiques et/ou aliments
fonctionnels. De plus, ils sont également membres de 1’intestin microbiome des hotes humains et
animaux, bien que leur origine, leur réle et leurs activités potentielles soient encore largement
discutés (Filippis et al., 2020).

Les bactéries lactiques sont parfois classifiées en fonction de leur température optimale de
croissance : 20 a 30 °C pour les mésophiles, 40 a 45° C pour les thermophiles. Ces deux grandes
familles de bactéries n’ont pas également les mémes métabolismes azotés : on considére que les
mésophiles ne sont protéolytiques qu’apreés leur lyse, alors que les thermophiles sont
protéolytiques durant leur phase de croissance. On utilise plutdt les mésophiles pour contribuer a
la désamérisassions des pates fromageres en début d’affinage, alors que les thermophiles sont
utilisés pour assouplir les pates pressées ou générer des enzymes texturants en pates filées
(joubert et al.,2016).

1.1.1. Classification

Les bactéries lactiques sont a Gram positif appartiennent a I’embranchement Firmicutes a faible
teneur en G+C (<55 % molaire) dans I’ADN. Les firmicutes sont divisés en trois classes : (I)
Bacilles, (11) Clostridies et (111) Erysipelotrichia ; Classe | est divisé en deux ordresBacillales et
Lactobacillales, et LAB appartiennent au second. L’ordonnance (tableau 2) comprend six
familles et ~38 genres (Holzapfel, Wood, 2014).

Table 2. Familles et genres des bactéries lactiques (LAB) (Schillinger, Endo.2014).

Lacticacidbacteria Family | Aerococcaceae

Abiotrophia, Aerococcus, Facklamia, Dolosicoccus, Eremococcus, Globicatella,
Ignavigranum

Family l1Carnobacteriaceae

Carnobacterium, Marinilactibacillus, Trichococcus, Alkalibacterium, Allofustis,
Alloiococcus, Atopobacter, Atopococcus, Atopostipes, Bavariicoccus, Desemzia,
Dolosigranulum, Granulicatella, Isobaculum, Lacticigenium
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Family Il11Enterococcaceae

Enterococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Catellicoccus,Melissococcus,
Pilibacter

Family IV Lactobacillaceae

Lactobacillus, Paralactobacillus, Pediococcus

Family VLeuconostaccaceae

Fructobacillus, Leuconostoc, Oenococcus, Weissella

Family VIStreptoccaceae
Lactococcus, Lactovum, Streptococcus

Les genres hétéro-fermentaires obligatoires sont les Leuconostocs, Oenococci, Weissellas,
Fructobacilliset un sous-groupe de lactobacilles (groupe I11). En revanche, la plupart des autres
LAB sont homofermentaire pour les hexoses mais fermente les pentoses comme
hétérofermentaires (hétérofermentaires facultatif). Le genre Lactobacillus est classé en trois
groupes en fonction de la capacité de fermenter les hexoses. Le groupe I comprend 1’homo-
fermentation obligatoire Lactobacillus acidophilus, L.delbrueckii, L.helveticus et L.salivarius. Le
groupe II comprend de 1’hétéro-fermentaire facultatif L. casei, L. curvatus, L. plantarum et L.
sakei ; et le groupe Il sont les obligés hétéro-fermentairesL. brevis, b. fermentum et L.
reuteri(Wright et Axelsson, 2019).

Les LAB produisent a la fois des isoméres d’acide lactique (D-, L- ou le mélange racémique).
Leuconostoc, Pediococcus, Oenococcus, Weissella et certaines especes de Lactobacillus forment
le D-lactique acide (Obis et al., 2019).

1.1.2. Métabolites importants des bactéries lactiques

En effet, les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites aux propriétés
antimicrobiennes tels que les acides organiques, le peroxyde d'hydrogéne, le dioxyde de carbone,

la reutérine, le diacétyl et les bactériocines (figure 1).
1.1.2.1. Acides organiques

Les bactéries lactiques produisent des acides organiques par fermentation des glucides dans
I’intestin, notamment de [’acide lactique (LA) et des acides gras a chaine courte (AGCC).
L’acide aliphatiqueAL est un acide aliphatique hydrosoluble et hautement hygroscopique. LAB

sont divisés en deux clades distincts selon qu’ils utilisent un métabolisme homofermentaire ou
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hétérofermentaire. Les bactéries de distillation homofermentaires convertissent une molécule de
glucose en deux molécules de LA et deux molécules d’ATP sont générées via I’enzyme aldolase.
Les LAB hétérofermentaires utilisent la voie alternée du pentose monophosphate pour convertir
les sucres a six atomes de carbone (hexoses) en sucres a cing atomes de carbone (pentoses), puis
produire une molécule d’AL et une molécule d’éthanol ou d’acide acétique via la voie de la
phosphocétolase (Juturu et al., 2016). L’AL joue un rdle essentiel dans la fermentation des
aliments, la vinification, I’industrie biopharmaceutique et la fabrication de matériaux. Il est
également bénéfique pour le traitement clinique en raison de ses propriétés antimicrobiennes et

immunomodulatrices (Plummeret al., 2021).
1.1.2.2. Acides amines

Les bactéries lactiques possedent quatre voies métaboliques pour les acides aminés (figure 1) : la
voie de l'arginine déiminase (ADI), le systeme glutamate décarboxylase (GAD), la voie des
acides aminés a chaine ramifiée (BCAA) et le métabolisme des acides aminés aromatiques
(Moore et al., 2022). La voie ADI convertit I'arginine en citrulline et ammoniac, puis la citrulline
en ornithine et phosphate de carbamoyle. Les acides aminés de ces voies offrent des avantages
pour la santé humaine, comme la citrulline pour traiter I'inflammation intestinale et I'ornithine
pour ses fonctions physiologiques (Rakhimuzzaman et al., 2019). Le GABA, un métabolite
produit par les LAB, est un neurotransmetteur inhibiteur utilisé pour traiter des troubles
psychiatriques. Le GABA est synthétisé par le GAD en conditions anaérobies, puis transporté
hors des cellules par I'antiporteur Glu/GABA GadC. Des souches de LAB produisant du GABA

ont éte isolées de divers aliments fermentés (Kim et al., 2022).
1.1.2.3. Vitamines

Bien que les bactéries lactiques soient considérées comme des bactéries auxotrophes pour
plusieurs vitamines, elles sont capables de synthétiser les vitamines du groupe B telles que la
riboflavine, le folate, la thiamine et la cobalamine (LeBlanc et al., 2020). La riboflavine est le
précurseur de la flavine mononucléotide et de la flavineadénine dinucléotide, ces deux
coenzymes aident au métabolisme des glucides, des acides aminés et a la production d’énergie.
La riboflavine produite par L.plantarum CRL2130 considérablement diminué la libération
d’interleukine (IL)-6 et la formation d’oxygéne réactif (Perez et al., 2022). Le folate participe a
de nombreuses réactions biologiques vitales, notamment la synthése et la méthylation de I’ADN.
Il ne peut pas étre synthétisé par ’homme et doit étre obtenu de manicre exogene (Mosso et al.,

2018). La synthese du folate dans le LAB comprend 17 réactions enzymatiques. Pendant ce
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temps, la capacité de la production de folates est spécifique a la souche et est influencée par

conditions de croissance (Levit et al., 2021).

GABA GABA

|

[Lactic acid =—— SCFAs Riboflavin Folate

omine N S N\ S

GABA

Pyruvate GTP
. oT1TC
GAD
Citrulline
Glutamate
ADI Carbohydrates

Arginine

Figure 1. Synthése d’acides aminés, d’acides organiques et de vitamines en LAB (Tang et al., 2023).

1.1.2.4. Bactériocines

Le groupe des bactériocines est principalement constitué de substances protéiques généralement
thermostables avec des propriétés antimicrobiennes. On suppose que 1’effet des bactériocines est
basé sur la liaison des résidus de phosphate présents sur les membranes cellulaires des cellules
cibles, créant des pores et I’activation de 1’auto-lysine qui dégrade les parois cellulaires
bactériennes. L’un des attributs les plus importants des bactériocines est leur activité contre
d’autres bactéries, champignons, virus, parasites et structures naturelles telles que les biofilms
(Herndndez-Gonzalez et al., 2021). Leur activité synergique avec d’autres biomolécules telles
que ’acide citrique et la nisine contre Listeria monocytogenes et Staphylococcus aureus est bien
connue. Cependant, il est important de noter que les bactéries mentionnées peuvent développer
une résistance aux bactériocines, mais elle est minime par rapport a la résistance aux
antibiotiques conventionnels (Soltani et al., 2021). Constituent un groupe de substances trés
attrayantes pour l’industrie alimentaire en raison de leur non-toxicité pour les organismes
humains, de leur stabilité thermique, de leur nature protéique et de leur effet antagoniste pour la

majorité des micro-organismes a Gram positif (Ayivi et al., 2020).
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1.1.2.5. Exopolysaccharides

Les exopolysaccharides (EPS) sont des polysaccharides a longue chaine constitué d’unités
ramifiées et répétitives de sucres ou de dérives de sucres synthétisés par des micro-organismes
(Werning et al., 2022). En LAB, Les EPS existent généralement a la surface des cellules ou dans
la vase et peuvent étre sécrétés. Ils sont classés en deux types : les homopolysaccharides (HOPS)
et les hétéropolysaccharides (HePS) (Di et al., 2017). Les EPS de LAB présentent des activités
anticancéreuses, anti-inflammatoires et antioxydantes et ont été appliqués dans les industries

alimentaires, biomédicales et cosmétiques (Werning et al., 2022).
1.1.3. L’importance des bactéries lactiques dans la fabrication de fromage

Les bactéries lactiques sont des bactéries acidifiantes, aromatiques, historiquement utilisées
comme agents de conservation des produits laitiers : acidification en laits fermentés (pH de 4.2 a
4.9), en beurrerie (pH inférieurs ou voisins de 5), en creme de consommation (pH < 5.8) et pour

de nombreux fromages (pH démoulage compris entre 4.2 et 5.2).

Elles sont quasi indispensables, par le biais de ces acidifications texturation (yaourts, fromages
blancs et cremes Epaisses) et contribuent fortement au non développement des flores pathogenes
(en dessous d’un pH de 5.2).Ces bactéries sont également utiles pour 1’aromatisation des produits
laitiers, elles produisent, en plus de 1’acide lactique, divers composés d’aromes, caractéristiques
de la flaveur de nos aliments : acétaldéhyde2 dans le yaourt, diacétyle3 dans le beurre, la creme,
les fromages gras, accompagné de CO2,Utiles pour I’ouverture de certaines pates fromageres

(pates persillées entre autres) (joubert et al.,2016).

Les bactéries lactiques permettent également d’aromatiser: les bactéries hétérofermentaires
produisent divers composé€s caractéristiques de certains fromages ou produit frais : acétaldéhyde
en yaourt, diacétyle en produits gras (fromages, créme Beurre), acétoine également. L’acide
lactique produit est lui-méme précurseur d’aromes, lorsqu’il est re-métabolise en acide
proprionique, butyrique, alcools et autres par les ferments d’affinage. Enfin, les bactéries
lactiques aromatiques sont également productrices de CO2, qui contribuer a I’ouverture des
fromages. Par 1’acidification, les bactéries lactiques limitent I’installation et le développement
des flores indésirables, voire pathogenes. Certaines souches sont aujourd’hui spécifiquement
utilisées pour lutter contre des contaminants particuliers, comme les Listéria, les butyriques ou

d’autres contaminants de surface (joubert et al., 2016).
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1.2. Lactobacillus

Les espéces du genre Lactobacillus sont parmi les plus Taxons importants impliqués dans la
microbiologie alimentaire et humaine Nutrition: plusieurs espéces de Lactobacillus sont
remarquablement essentiels dans la production d’aliments fermentés et sont utilisés comme
cultures de démarrage ou conservateurs alimentaires. Par ailleurs, certains Des souches d’origine

humaine sont exploitées comme probiotiques Ou des porte-vaccins (YJ et al., 2009).
1.2.1. Les caractéristiques du genre lactobacillus :

Les membres du genre Lactobacillus ne sont pas sporulés, Catalase négative (méme si certaines
souches sont capables de produire Pseudocatalase), batonnets saccharolytiques obligatoires ou
coccobacilles, Généralement caractérisé par une faible teneur en GC (guanine et cytosine) du
génome bien que la limite supérieure en GC Atteigne 59,2% en moles. On considere
généralement qu’ils ont un métabolisme fermentaire, bien que Des preuves moléculaires récentes
remettent en question cette définition. Outre 1’acide lactique, les autres produits secondaires sont

’acétate, Ethanol, CO2, formiate et succinate (Brooijmans et al., 2009).

Les lactobacilles sont genéralement aérotolérants ou anaérobies, Acidurique ou acidophile. En
général, ils ne synthétisent pas Porphyroides et sont dépourvus d’activités héme-dépendantes. La
température de croissance varie de 2 a 53 « C, et IIs sont capables de croitre dans une plage de
pH comprise entre 3 et 8. La température et le pH optimaux de croissance sont généralement de
30240 «C Et5,5a6,2, respectivement.

Ils ont des besoins nutritionnels complexes en termes de Acides aminés, peptides, vitamines,
sels, acides gras ou gras Esters acides, et on les trouve dans des habitats riches ou des substrats
contenant des glucides sont disponibles, comme la nourriture (produits laitiers, produits
céréaliers, produits de viande et de poisson, Biére, vin, fruits et jus de fruits, légumes marinés,
purée, Choucroute, ensilage et levain), eau, terre et eaux usées ; Ils font partie de la flore normale
de la bouche, du tractus gastro-intestinal et VVoies génitales des humains et de nombreux animaux
(Hammes et al.,2009).

La taxonomie des lactobacilles est basée depuis des années. Sur les propriétés phénotypiques
comme la fermentation des glucides Modeles, résistance a différentes concentrations de Na Cl,
Croissance dans différents milieux a temperature ou pH défini et résistance aux antibiotiques,
élargie a Inclure la composition de la paroi cellulaire, les acides gras cellulaires, Quinones

isoprénoides et autres caractéristiques du Cellules (klein et al.,1998).
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1.2.2. La reconstruction phylogénétique du genre Lactobacilles
1.2.2.1. Groupe Lactobacillus delbrueckii

Le groupe Lactobacillus delbrueckii est composé de 27 espéces, 5 d’entre eux, L. equicursoris,
L. gigeriorum, L. hominis,L.pasteurii et L. taiwanensis, Taxonomiquement, c’est le Groupe
phylogénétique le plus important en raison de la présence de L. delbrueckii, espéce type du
genre, dont le nom Lactobacillus y est lié en permanence. Il contient principalement Les
homofermenteurs obligatoires (20 sur 27), mais aussi certains Hétérofermenteur facultatifs (6

especes) et un seul Hétérofermenteur obligatoire (Felis et al.,2007).
1.2.2.2. Groupe Lactobacillus salivarius

Le groupe Lactobacillus salivarius comprend 25 especes, dont 11 lls ont été décrits ces dernieres
années (L. Aquaticus, L. cacaonum, L. capillatus, L. ceti, L. ghanensis, L. hayakitensis, L.
hordei, L. oeni, L. pobuzihi, L. sucicola et L. uvarum). Semblable au groupe L. delbrueckii, il
Contient principalement des homofermenteurs (16 espéces sur 25) et également

Hétérofermenteur facultatifs (9 especes) (Salvetti et al., 2012).
1.2.2.3. Groupe Lactobacillus reuteri

Le groupe Lactobacillus reuteri est composé de 15 espéces, et Il est conforme a la description
précédente avec le A 1’exception de 1’ajout de deux espéces, L. alvi et L. equigenerosi. Il se
caractérise principalement par Lactobacilles hétérofermentaires obligatoires, a 1’exception de L.
coleohominis et L. secaliphilus, qui sont des lactobacilles hetérofermentaires facultatifs (Salvetti
et al 2012).

1.2.2.4. Groupe Lactobacillus buchneri

Le groupe Lactobacillus buchneri est composé de 12 espéces, 4 espéces ont été ajoutées au cours
des 5 derniéres années (L. kisonensis, L. otakiensis, L. rapi et L. sunkii). De la méme maniere Au
groupe L. reuteri, il contient principalement des hétérofermentaires obligatoires, ainsi que des

lactobacilles hétérofermentaires facultatifs (Salvetti et al.,2012).
1.2.2.5. Groupe Lactobacillus alimentarius

Le groupe Lactobacillus alimentarius comprend 11 espéces, 4 especes ont été réecemment
décrites (L. crustorum, L. futsaii, L. kimchiensis et L. nodensis). Il contient Obligatoirement des

membres homofermentaires et hétérofermentaires facultatifs (Salvetti et al.,2012).
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1.2.2.6. Groupe Lactobacillus brevis

Le groupe Lactobacillus brevis est constitué de 10 especes. Ce groupe ne comprenait que 3
Espéces. D’aprés I’analyse phylogénétique réalisée Dans la présente étude, 4 espeéces (L.
acidifarinae, L. namurensis, L. spicheri et L. zymae) ont été transférées de Groupe L. buchneri,
tandis que trois autres especes ont récemment été Décrits (L. koreensis, L. paucivorans et L.
senmaizukei). Il contient a la fois des éléments facultatifs et Espéces hétérofermentaires
obligatoires (Salvetti et al.,2012).

1.2.2.7. Groupe Lactobacillus collinoides

Le groupe Lactobacillus collinoides, formé de 5 espéces, a été Défini dans la présente étude
grace a la description de L. kimchicus, L. odoratitofui et L. similis. C’est Les membres sont

hétérofermentaires (Salvetti et al.,2012).
1.2.2.8. Groupe Lactobacillus fructivorans

Le groupe Lactobacillus fructivorans est composé de 5 especes, Il Contient principalement des
hétérofermentaires obligatoires (Salvetti et al.,2012).

1.2.2.9. Groupe Lactobacillus plantarum

Le groupe Lactobacillus plantarum comprend 5 espéces, de Dont 2 espéces, L. fabifermentans et
L. xiangfangensis, Ont été décrits respectivement en 2009 et 2011. Ce groupe est tres homogéne
en termes de métabolisme Caractéristiques, puisque les membres sont hétérofermentaires
facultatifs (Salvetti et al.,2012).

1.2.2.10. Groupe Lactobacillus sakéi

Le groupe Lactobacillus sakei comprend 4 especes, Tous Les especes sont hétérofermentaires
facultatives (Salvetti et al.,2012).

1.2.2.11. Groupe Lactobacillus casei

Le groupe Lactobacillus casei comprend 3 especes Ce groupe est homogéne puisque ses

membres Sont hétérofermentaires facultatifs (Salvetti et al.,2012).
1.2.2.12. Groupe Lactobacillus coryniformis

Le groupe Lactobacillus coryniformis est composé de 3 membres (Salvetti et al.,2012).
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1.2.2.13. Groupe Lactobacillus manihotivorans

Le groupe Lactobacillus manihotivorans a été défini pour Premiére fois dans la présente étude
grace a la description de L. nasuensis et L. porcinae. lls sont Homofermentaires (Salvetti et
al.,2012).

1.2.2.14. Groupe Lactobacillus perolens

Le groupe Lactobacillus perolens est composé de L. harbinensis, L. perolens et de la nouvelle
espece L. shenzhenensis. L. harbinensis et L. perolens sont facultatifs Hétérofermentaires
(Salvetti et al.,2012).

1.2.2.15. Groupe Lactobacillus vaccinostercus

Le groupe Lactobacillus vaccinostercus est établi selon 1’analyse phylogénétique actuelle, et il

est composé Par 3 especes. Tous sont hétérofermentaires obligatoires (Salvetti et al.,2012).
1.2.2.16. Espéces hors groupes

Quant aux espéces hors groupes, elles constituent 4 couples et 10 lignes de descendance
simples. L’association la plus stable est celle composée de L. rossiae et L. siliginis : toutes deux

hétérofermentaires obligatoires (Salvetti et al.,2012).
1.3. Le lait et le fromage

1.3.1. Lelait

Le lait de mammifere est un liquide biologique complexe produit par les glandes mammaires.
C’est le premier aliment naturel pour les mammiferes, fournissant toute 1’énergie et les
nutriments nécessaires a une croissance et a un développement correct dans la période
postnatale. Le lait est une source potentielle de divers macro et micronutriments (Kim et Yi,
2020). En effet, le lait contient des composants bioactifs potentiels, ce qui aide au maintien du
bon métabolisme et du bon fonctionnement du corps humain. Contrairement a d’autres
mammiferes, la consommation de lait par ’homme ne s’arréte pas a la fin de la période de
sevrage mais se poursuit a 1’age adulte. La production commerciale mondiale de lait de vache
(CM : Cow Milk) est nettement supérieure a celle de autres especes animales, atteignant environ

83 % de la consommation mondiale (Bittante et al., 2022).

La production nationale de lait a atteint 3,52 milliards de litre en 2017 dont plus de 2,58 milliards
de litre de lait de vache (73%), le colt de production de la filiere lait a atteint 179,71 milliards de

11
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dinars en 2017, a ce propos, le ministre a fait état de 971.633 tétes de vaches laitieres,
17.709.588 brebis, 2.949.646 chévres laitiéres et 207.884 chamelles (Tamni, 2018).

1.3.1.1. Composition du lait de vache

Le lait est une source importante de protéines de trés bonne qualité, riches en acides
aminés essentiels, tout particulierement en lysine qui est par excellence I’acide aminé de la
croissance. Ses lipides, caractérisés par rapport aux autres corps gras alimentaires par une forte
proportion d’acides gras a chaine courte, sont beaucoup plus riches en acides gras saturés qu’en
acides gras insaturés. lls véhiculent par ailleurs des quantités appréciables de cholestérol et de

vitamine A ainsi que de faibles quantités de vitamine D et E (Carole, 2010) (tableau 3).

Tableau3. Composition moyenne du lait de différentes espéces animales (Carole, 2010).

Animaux Eau (%) Matiere grasse  Protéine (%) Glucides (%)  Minéraux (%)
(%)
Vache 87,5 3,7 3,2 4.6 0,8
Chevre 87,0 3,8 2,9 4,4 0,9
Chamelle 87,6 5,4 3,0 3,3 0,7

L'eau est le principal composant du lait. Son caractere polaire, dii a la présence d’un dipole et de
doublets d’¢électrons libres, lui permet de dissoudre des substances polaires comme les glucides
et les minéraux, et de former une solution colloidale avec les protéines hydrophiles du sérum.
Les matiéres grasses, étant non polaires, forment une émulsion de type huile dans I'eau. De
méme, les micelles de caséines, solides, forment une suspension colloidale (Amiot et al., 2002).

Les matiéres grasses du lait sont de petits globules sphériques, invisibles a I'eeil nu, mesurant de
0,1 a 20 um. Leur taille varie selon l'espece, la race, et la période de lactation. En moyenne, ils
ont un diameétre de 3 a 4 um, avec environ trois a quatre milliards de globules par millilitre de lait

entier (figure 2) (Carole, 2010).
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Figure 2. Structure d’un globule de mati¢re grasse du lait (Amiot et all.,2002)

Les protéines sont des éléments essentiels au bon fonctionnement des cellules vivantes et elles
constituent une part importante du lait et des produits laitiéres. L’analyse du lait par
minéralisation, appelée méthode Kjeldahl, permet d’évaluer que 95% de la quantité totale
d’azote est présente dans les protéines dont la concentration moyenne est de 3,2%. Les composés
azotés non protéiques sont principalement des protéases, des peptones et de 1’urée (Carole,
2010).

Le lactose est le constituant majeur de la matiére séche du lait, en particulier le lait de femme, ou
il représente plus de la moitié¢ de I’extrait sec totale. Le lactose résiduel est transformé en acide

lactique par les enzymes microbiennes du colon (Jeantet et al., 2006).

La quantité des minéraux contenus dans le lait apres incinération varie de 0,60 a 0,90% (tableau
4). lls prennent plusieurs formes ; ce sont plus souvent des sels, des bases, des acides (Carole,
2010).

Tableau4. Composition du lait en minéraux (Carole, 2010).

Minéraux Teneur (mg/kg)

Sodium (Na) 445
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Magnésium 105
(Mg)
Phosphore 896
Chlore (ClI) 958
Potassium (K) 1500
Calcium (Ca0 1180
Fer (Fe) 0,50
Cuivre (Cu) 0,10
Zinc (Zn) 3,80
lode () 0,28

Les enzymes, substances organiques protidiques, catalysent les réactions biochimiques et sont
produites par des cellules vivantes. Environ 60 enzymes principales sont présentes dans le lait,
dont 20 sont natives. Beaucoup se trouvent dans la membrane des globules gras, mais la présence
de leucocytes et de bactéries dans le lait, produisant également des enzymes, rend difficile la

distinction entre enzymes natives et extérieures (Pougheon 2001).
1.3.2. Lefromage

La production de fromage existe depuis environ 8 000 ans <Et il existe aujourd’hui plus de 1 000
variétés dans le monde, chacune ayant un godt, une texture et une forme uniques (Nam et
al.,2021).

1.3.2.1. Définition

Selon le Codex Alimentarius, le fromage est le produit affiné ou non affiné, de consistance molle
ou semi dure, dure ou extra dure obtenu aprés coagulation du lait, lait écrémé, lait partiellement
écréme, creme, créeme de lactosérum ou babeurre, seuls ou en combinaison. On Obtient le
fromage par coagulation compléte ou partielle du lait grace a I’action de la présure Ou d’autres
agents coagulants appropriés et par égouttage partiel du lactosérum résultant de Cette (Codex
Alimentarius, 2006).
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1.3.2.2. Les compositions du fromage

Le fromage est généralement un produit laitier fermenté riche en nutriments et bien toléré,
consommeé dans le monde entier. Le fromage est une source riche en protéines de haute qualité
(principalement la caséine), de lipides, de minéraux (par exemple le calcium, le phosphore et le
magnésium), de vitamines (par exemple la vitamine A, la vitamine K2, la vitamine B2, la
vitamine B12 et les folates), de probiotiques et de molécules bioactives (par exemple le calcium,
le phosphore et le magnésium), ainsi que des probiotiques et des molécules bioactives (ex :
Peptides bioactifs, lactoferrine, acides gras a chaine courte et membrane des globules gras du

lait), qui peuvent avoir divers effets bénéfiques sur la santé(Nam et all.,2021).
1.3.2.3. Les ingrédients du fromage

La plupart des fromages sont fabriqués a partir de quatre ingrédients: le lait, la présure, les
micro-organismes (généralement des cultures de départ de bactéries lactiques) et le sel. La
fabrication du fromage comporte six étapes essentielles : acidification, coagulation, séparation du

lactosérum, salage, mise en forme et affinage (Beresford et al.,2001).
1.3.2.4. Procédés de fabrication du fromage

La fabrication fromageére est 1’agglomération des éléments protéiques du lait, principalement de
la caséine qui emprisonnent les autres constituants et ensuite, de I’agglomération de morceaux de
caillé moulés. Un écoulement de la phase liquide associé a I’agglomération, composée de 1’eau
du lait et des éléments solubles emprisonnée dans des pores puis libérée. La fabrication
comprend trois étapes: la coagulation du lait (formation d’un gel de caséines), 1’égouttage
(déshydratation partielle du gel) qui aboutit a un caillé et enfin le salage. Ces étapes concernent
les fromages frais. Le reste des fromages subissent en plus une étape d’affinage, ce sont les
fromages affinés (Beresford et al.,2001).

1.3.2.5. Les propriétés microbiennes du fromage

Il est important de comprendre les propriétés microbiennes du fromage, car les différents micro-
organismes peuvent jouer un roOle essentiel dans le développement des propriétés

organoleptiques, la composition des nutriments et la securité du fromage (Jonnala et al.,2018).

Le microbiote contribue de maniére significative a la qualité, a la sécurité et a d'autres propriétés
physicochimiques des fromages. Il a également un impact sur chaque étape de la transformation
du fromage, de la pasteurisation du lait cru a I'affinage. La compréhension de sa contribution est

un facteur crucial dans le développement des caractéristiques souhaitables et de la qualité du
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produit final (Nam et al.,2021). Les fromages au lait cru ont une saveur plus intense que les
fromages au lait pasteurisé, ce qui les rend populaires aupres des consommateurs (Masoud et
al.,2012). La communauté microbienne endogene du lait cru influence le développement de la
saveur des fromages au lait cru. Le microbiote naturel contribue également a inhiber la
croissance des bactéries pathogénes d’origine alimentaire, par exemple, les LAB sont les
principaux micro-organismes du fromage au lait cru, qui produisent des substances telles que des
bactériocines, des acides organiques et du peroxyde d’hydrogéne qui inhibent la croissance des
agents pathogenes et préservent les qualités organoleptiques du fromage inhibent la croissance

des pathogénes et maintiennent des populations microbiennes souhaitables (Yoon et al.,2016).
1.3.2.6. Les types de fromages

La grande variété de types de fromages est classée en sept catégories, a savoir :

1) Les fromages a pate dure (teneur en eau inférieure a 43 %).

2) Semi-dur (teneur en eau de 44 a 55 %).

3) Fromage a pate molle (teneur en eau supérieure a 56 %), qui comprend les pates molles, les

pates filées et le lactosérum.

4) Les fromages en saumure blanche.
5) Moisissures affinées en surface.

6) Affinés en surface par des bactéries.

7) Fromages bleus (Bintsis 2021).
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1. Matériels et méthodes

11.1. Echantillonnage

Les échantillons de lait des vaches proviennent de la région de M’sila (Maadida M’sila). Les
vaches doivent étre non vaccinées et ne pas consommer d’anti biotiques, et les conditions de

stérilisation doivent également étre respectées lors de la traite des vaches.
11.2. Isolement et purification des bactéries lactiques

On faire I’isolement et les tests microbiologiques dans le laboratoire pédagogique a la faculté de

microbiologie a I'université de M’sila.
11.2.1. Préparation des dilutions et ensemencement

Nous effectuons une série de dilutions décimales (10 & 10°) en utilisant de I'eau physiologique
a raison de 9 ml par tube. Ensuite, nous ajoutons 1 ml de I'échantillon mére dans le premier tube
(101). Ensuite, nous préparons une série de dilutions a partir de I'nomogénat (107) jusqu'a

atteindre une dilution (10°9).

Les dilutions (10 a 10°) ont été utilisées pour effectuer I'ensemencement en profondeur dans le
milieu de culture MRS. Couler le milieu gélosé MRS. Homogénéiser parfaitement le contenu, en
effectuant des mouvements circulaires en forme de chiffre 8. Le milieu de culture doit se
solidifier, puis les boites doivent étre incubées a une température de 37°C et 45°C pendant une

période de 24 a 72 heures.
11.2.2. Purification

Apres le poussage des bactéries lactiques dans le milieu MRS solide, on faire le repiquage. A
I’aide de I’anse de platine on prendre une colonie bactérienne jeune et bien isolée et on le met
dans des tubes contiennent le milieu MRS liquide, et les incuber & une température de 37°C
pendant 24h. Apres I’apparition des troubles bactériennes dans les tubes, et a 1’aide d’une anse
de platine, une quantité de la culture du bouillon a été préleve et ensemencé par la technique des
stries pour 1’obtention des isolats purs sur des boites contenant du MRS solide et les incuber a

une température de 37°C pendant 24h.

Ensuite on faire le repiquage des colonies bactériennes a partir des colonies ensemencées par la
technique des stries pour la deuxiéme fois, aprés 48 h d’incubation a 37°C, les tubes sont

maintenus a +4°C pendant une période de 2 semaines a un mois.
11.3. Caractérisation et identification des bactéries lactiques

Les isolats lactiques ont été identifiés en utilisant divers tests morphologiques et physiologiques.
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11.3.1. Observation macroscopique

Cette étude est basée sur I’observation visuelle des troubles sur milieu de culture (MRS Liquide),
et permet de déterminer I’aspect des colonies comme la couleur, la forme, I’aspect et la taille des

colonies (MRS solide).
11.3.2. Examen microscopique

La coloration de Gram est utilisée pour évaluer la préparation microscopique et classer les
bactéries en fonction de leur Gram, de leur morphologie et de leur mode d'association. (Leveau
etal., 1991).

11.3.3. Coloration de GRAM
La coloration de Gram a €té réalisée selon la technique suivante :

Sur une lame, fixer & la chaleur une culture bactérienne.

Recouvrir la lame avec la solution de violet de gentiane pendant une minute.
Ajouter du Lugol pendant 30 secondes.

Décolorer avec de 1’alcool 95° pendant 10 seconds, puis rincer a 1’eau distillé.
Faire une contre coloration en utilisant la Fuschine et laisser agir 60 secondes.

Laver a I’eau distillé.

YV V. V V V V V

Apres séchage, soumettre la lame a une observation microscopique a immersion (x100).

> Les bactéries a Gram positif apparaissent en violet et les bactéries a Gram négatif en rose.
11.3.4. Test catalase

L'objectif de ce test est d'identifier les bactéries lactiques (catalase -) et les entérobactéries
(catalase +). Le peroxyde d'’hydrogéne se décompose en oxygene et en eau grace a l'activité
catalytique. On peut le prouver en émulsifiant une émulsion dans deux colonies d'isolat de
souche pour le test dans une solution fraiche de peroxyde d'hydrogéne a 10 %. La formation de
mousse gazeuse est le signe de la décomposition du peroxyde d'hydrogéne sous l'action de
I'enzyme a tester. Quoi qu'il en soit, la libération de gaz est le résultat de I'activité positive de

l'enzyme catalase qui hydrolyse I’hydrogeéne peroxyde (Guetouache 2021).

Catalase
2H202 » 2H20 + O2

11.3.5. Test de fermentation

Ce test permet d'évaluer le type de métabolisme utilisé pour la transformation du substrat

carboné. Il implique également de souligner la production de gaz (CO2). La procédure consiste a
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incuber la souche dans un milieu liqguide MRS contenant la cloche de Durham, ce qui permet de
détecter le gaz produit. L'apparition de gaz dans la cloche de Durham est un signe de
développement d'une bactérie hétérofermentaire, ce qui n'est pas le cas chez les bactéries

homofermentaires (Guetouache et al., 2014).
11.3.6. Profil fermentaire des sucres

Ce test permet d'évaluer la capacité des souches a obtenir des sucres en fermentation. Afin d'y
parvenir, nous utilisons le milieu MRS BCP. Ainsi, les cultures bactériennes lI'ont ensemencé en
grande quantité. Une fois la culture incubée pendant 24 heures, le développement de la culture et
le changement de couleur de l'indicateur indiquent la fermentation du sucre testé. Pour chaque
milieu utilisé, on utilise un témoin sans sucre ensemencé par les souches (Badis et al.,2005). Ce

test a été réalisé sur 4 sucres selon les étapes suivantes :

» On récupeére le culot apreés centrifugation 3000 t/ min pendant 15 minutes des milieux de
cultures jeunes « et on ajoute 1 ml d’eau Physiologie apreés le ringage de culot.

> Dans des tubes, On met 0,2g de déférents sucres (Mannitol, Maltose, xylose, saccharose).

> Dans la microplague on ensemence 0.1ml de MRS BCP ,0.1ml des solutions de déférents
sucres et 0.1 ml des souches puis on y ajoute une goutte D’huile de paraffine stérile pour
I’anaérobiose.

> L’incubation se fait a 30 °C pendant 24 h.
11.3.7. Test d’interaction entre les bactéries lactiques vis-a-vis des bactéries pathogenes

La méthode de diffusion en puits de TAGG et MC GIVEN (1971) a été appliquée. 20 ml de
milieu MH solide sont coulés dans des boites de Pétri. Sur cette couche, on ensemence par 100
pL d'une culture fraiche de la bactérie lactique, Apres solidification, de petits cylindres (moules
en acier inoxydable) d'un diamétre de 6 mm vont nous permettre de confectionner des puits. 100
pl de surnageant sont déposés au niveau de chaque puits. Les boites sont incubées a 37°C
pendant 18 h. La présence d'une zone claire autour des colonies, indiquant I'absence de

croissance d’évidence du pouvoir antibactérien des LAB par la technique de diffusion en puits de

TAGG et Mc Given (1971).
11.3.8. Conservation des souches
Les souches pures obtenues sont conservées Pour une longue durée :

> Les souches sont centrifugées a 3000 tours/ min pendant 10min aprés le surnagent est
éliminée et on fait le ringage du culot puis on les ajoute 2ml d’eau Physiologie.

> Le milieu de conservation contient70% de lait écrémé (7 ml) et 30% du glycérol (3ml).
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» Dans les tubes Eppendorf on met: 0.5 ml de milieu de conservation et 0.5 ml extrait culot+

I’eau physiologie et stockés a une température de -20 °C.
11.4. Fabrication de fromage traditionnel

La transformation du lait en fromage a permis de conserver des éléments nutritifs du lait sur des
périodes plus ou moins longues (Gelais et Tirard,2009). Le processus fromage debut avec la
préparation du lait, les deux étapes principales de I'élaboration d’un fromage sont la coagulation

et 'égouttage suivi accessoirement de I’affinage apres salage.
Afin de faire du fromage, nous avons suivi les étapes suivantes :
11.4.1. Collection du lait

Nous avons collecté du lait dans les fermes (Maadid a M’sila) en tenant compte des conditions
de stérilisation lors de I'échantillonnage. Le lait est conservé au frais dans une glaciére et en
respectant les normes d'hygiene. Nous filtrons puis pasteurisons le lait sur une période d'au

moins deux heures, puis nous en avons séparé la creme et I'avons laissé refroidir.
11.4.2. La coagulation

Cette étape consiste a solidifier le lait par acidification des ferments utilisé. Le lait passe alors de
I’état liquide a 1’état solide (Daoud et al., 2021). Aprés avoir fait la centrifugation des souches
bactériennes, les avoir lavées et leur avoir ajouté 1 ml d'eau physiologique, nous avons ajouté au
lait (a température ambiante) une quantité spécifique des bactéries lactiques a la fois (3 ml, 4 ml,

5 ml), puis nous l'avons incubé pendant 12 a 24 heures a une température de 37°C.
11.4.3. Séparation du Lactosérum

Apres avoir déposé le coagulum qu’est une agrégation des micelles de caséine du lait et l'avoir
séparé du lacto-sérum obtenu par coagulation du lait (figure 4). Elle crée un caillé doux,
gélatineux et extrémement résistant (Daoud et al., 2021), apres 24 h de la mise en coagulation le
caillé est tranché en plusieurs morceaux a I’aide d’un couteau, et I’enlévement de caillé est

réalisé a I’aide d’une louche perforé pour assurer 1’élimination de lactosérum.
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Figure 1. Formation de coagulum et séparation de lactosérum.

11.4.4. L’égouttage

L'égouttage est un phénomene dynamique qui se caractérise par la quantité de lactosérum
éliminé durant le temps. En effet, il fixe les caractéristiques physiques (PH, AW) et chimiques
du caillé et par conséquent I’affinage du fromage. Il S’accompagne a I'échelle microscopique
d'une élimination significative du lactosérum (figure 5) et d'une rétraction et d'un durcissement
du gel : il donne lieu & une masse de caillé dont I'extrait sec est au moins concentré et qui

correspond au fromage formé (Daoud et al., 2021).
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Figure 2. I'égouttage du lactosérum.

11.4.5. Le salage

Le processus de salage joue un rdle crucial dans la production du fromage, car le fromage non
salé est presque insipide. Le sel est aussi un élément essentiel de la texture, de la saveur et de la
qualité microbienne des fromages. 1l empéche la prolifération de certaines bactéries, qui sont
néfastes pour le fromage et qui provoquent sa dégradation, notamment sur sa surface. Il contréle
I'activité de I'eau du fromage, ce qui guide et entrave les croissances microbiennes et les actions

enzymatiques pendant I'affinage (Daoud et al., 2021).

Apres avoir séparé le fromage, nous le mettons en solution salin (20%) pendant 2 heures, a cette
étape on peut ajouter des extraits des plantes médicinales (romarin, thym, gingembre...) (figure
6) qui donnent des déférents gouts au fromage et augmentent ses bienfaits, tout en conservant

fromage traditionnel sec.

Puis nous le filtrons a nouveau et le séchons pendant 4 heures, puis nous le coupons et

I'emballons.
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Figure 3.Ajout d'extraits de plantes médicinales.
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I11. Résultat et discussion

I11.1. Caracteres morphologiques

111.1.1. Caractérisation macroscopique
111.1.1.1. Milieu solide

Aprés avoir incubé les colonies sur un milieu solide MRS a pH = 6,5, nous avons observé des
petites colonies solides moyennes d'environ 1 a 2 mm de diameétre, de forme ronde et de couleur

blanche, extrémement bien isolées (figure 7).

Figure 4. Observation macroscopique des LAB isolées du lait de vache sur gélose
MRS solide

> Les colonies obtenues sur un milieu solide MRS a pH = 5,6 aprés incubation peuvent étre
caractérisées par l'aspect macroscopique, ce qui permet de les comparer aux normes des
colonies de bactéries lactiques. De petites colonies solides moyennes d'environ 1 a 2 mm de

diameétre, de forme ronde et de couleur blanche ont été identifiées (Cherifi et al.2019).
11.1.1.2. Milieu liquide

A T'eil nu, nous avons pu constater la turbidité au fond du tube et son absence dans le tube

témoin (figure 8).
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» L’observation macroscopique nous a permis d'observer un trouble assez dense par rapport au

témoin, ce qui suggére une croissance bactérienne au fond du tube (Cherifi et al.2019).

Figure 5.0bservation macroscopique des LAB isolées du lait de vache dans bouillon MRS.

111.1.2. Caractérisation microscopique

L’observation au microscope aprés la coloration de GRAM indique que les souches sont en

forme de bacilles, Gram positive (+), bien visibles, a déférente mode d’association (tableau 5)

(figure 9).

Aprés coloration de Gram, I'observation au microscope révele que ces bacilles Gram (+) sont

clairement visibles (Ayachi et al., 2022).

Table 5. Résultat de la coloration de GRAM.

Les souches GRAM La forme Mode d’association

1 3 Bacilles En deux

2 + Bacilles En chainette courtes et
en deux

3 1 Bacilles En chainette

4 + Batonnet En chainette courtes et
longes

5 1 Bacilles En deux

6 + Bacilles En chainette courtes et
en deux

7 3 Bacilles En chainette courtes et

longes et en deux

8 + Bacilles En deux

9 + Batonnet En chainette courtes et
longes

10 + Bacilles En chainette courtes et

en deux
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11 + Bacilles En amas et en deux

12 + Bacilles En deux

Figure 6. Observation microscopique des LAB isolées du lait de vache (x100).

Figure 1. Observation microscopique des LAB isolées du lait de vache (x100).

111.1.3. Test catalase

On recherche la catalase en mettant les colonies en contact avec quelques gouttes d’eau

oxygénée. Lorsqu’il n’y a pas aucun dégagement de gaz, le résultat est négatif.

» On a examiné les activités des enzymes catalase et oxydase. Selon les résultats, les souches

de Lactobacillus présentent une catalase négative (Ayachi et al., 2022).

Selon les études ; les lactobacilles se caractérisent par des bacilles ou des coccobacilles a Gram

positif, non sporulés et catalases negatives, ils sont strictement fermentaires (Otieno et al., 2011).
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111.1.4. Test de fermentation

Les tubes dans lesquels la bulle de gaz est apparue dans la cloche du dirham (figure 10) indique
que les souches (7, 11, 15) (figure 11) sont hétérofermentaires, alors-que les souches (1, 5, 6, 8,
9, 10, 12,14) (figure 11) sont homofermentaires & cause de I’absence de bulle de gaz dans la

cloche de dirham.

» Grace a ce test, trois isolats hétérofermentaires ont été choisis. Cependant, le groupe
homofermentaire occupe une position dominante dans les cultures de nos bactéries lactiques
(Benstaali, 2022).

Avec le glucose comme source de carbone, les lactobacilles peuvent étre homofermentaires et
produire plus de 85 % d’acide lactique, ou hétérofermentaires et produire de I’acide lactique, du

CO2, de I’éthanol et/ou de 1’acide acétique en quantités équimolaires (Hammes et al., 1995).

Presence du

Gaz
Absence

du Gaz

Figure 7. Résultat de types de fermentation.
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Figure 8. Résultat du test de fermentation.
111.1.5.Profile fermentaire des sucres

Ce teste se traduit par un changement de couleur dans la microplaque aprés 24 h. On trouve des

souches qui fermentent des sucres, et des souches qui ferment d’autres sucres (figure 12) (tableau

6).

Figure 9.Résultat du profile fermentaire des sucres.

Tableau 6. Résultat du profile fermentaire des sucres.

Mannitol T 5 F + + + + +/- + + + +
Xylose - - - - - - + + - +/- - +
Saccharose  + + + + + + +/- + it + + +
Maltose + - + + + + + + - + + +
+: Réaction positive - : Réaction négative  +/- : Réaction intermédiaire

111.1.6. Test d’interaction entre les bactéries lactiques vis-a-vis des bactéries pathogénes

Ce test nous permet de confirmer I'étendue de I'effet des bactériocines produisent par
lactobacillus contre les bactéries pathogénes qui affectent négativement la qualité du fromage.

Les pathogenes utilisée sont : Bacillus, Listeria, Enterococcus.
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On observe l'apparition de zones d'inhibition de diametre moyen a large autour des bactéries
pathogenes utilisées, indiquant I'effet significatif de la bactériocine produit par notre souche
contre ces bactéries (figure 13).

Selon (Marcia et al.,2022) les études ont montré que l'utilisation des bactéries lactiques comme
cultures de départ dans la fermentation alimentaire permet de préserver les aliments en
produisant rapidement des acides. En plus de diminuer le pH, certaines espéces/souches de LAB
ont des caractéristiques antibactériennes qui découlent d'une combinaison de facteurs, tels que la
croissance competitive et la production d'une diversité de composés antibacteriens, et (Soltani et
al., 2021) montre que I’activité synergique des LAB avec d’autres biomolécules telles que
I’acide citrique et la nisine contre Listeria monocytogenes et Staphylococcus aureus est bien

connue.

Figure 10. Résultat de test d’interaction entre les bactéries lactiques vis-a-vis des bactéries pathogenes

I11.2. Le fromage

Aprés la coagulation du lait nous obtient un caillé bien formé avec des pores et Il est

complétement séparé du lactosérum. Au final, apres avoir effectué le processus de I’égouttage et
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de salage, nous obtenons un fromage frais qui se distingue par son odeur et son godt, et qui a

également une longue durée de conservation par rapport aux fromages traditionnels ordinaires
(figure 14).

Figure 11. Résultat de fabrication de fromage traditionnel
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CONCLUSION



Conclusion

Conclusion

Cette étude vise la mise en évidence de I’effet de ces bactéries lactiques isolés et identifier et la
détermination des taux appropriés, pouvant servir a la fabrication des Fromages de qualité dans
déférents teste suivant : Caractérisation microscopique (bacilles, Gram positive (+), bien visibles,
a déférente mode d’association), Profile fermentaire des sucres (on trouve que la plupart des
souches ferment les types des sucres utilises). Teste catalase (catalase négatif), teste de

fermentation (Homofermentaire, hétérofermentaire).

Aprés I’addition des isolats dans le lait de la vache bien pasteurisé, Le lait de vache est passé par
plusieurs étapes (la préparation du lait, la filtration, la coagulation, tranchage du caillé,
I’égouttage et le salage), les résultats obtenus montrent que, ces fromages Sont de bon gott et de

couleur blanchatre.
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Annexe

Annexe

Milieu MRS liquide (Man-Rogosa Sharp)

Pour 1 liter de milieu :
Composition

Peptone
Extrait de viande
Extrait de levure
Glucose
Tween 80
Phosphate dipotassique
Acétate de sodium
Citrate d’ammonium
Sulfate de magnésium, 7 H20
Sulfate de manganése, 4 H20
Eau distillée (g.s.p)

Quantity

109
109
59
20g
Iml
29
59
29
0.29
0.5¢
1000ml

Stérilisation par autoclavage a 121°C pendant 20 min (pH 6.5).

Milieu MRS BCP
Composition

Peptone
Extrait de levure
Tween 80
Phosphate de sodium
Acétate de sodium
Citrate d’ammonium
Sulfate de magnésium
Sulfate de manganese

Eau distillée (g.s.p)

Milieu MRS Solide :

Quantity

10g
59
Iml
29
59
29
0.29
0.59
1000ml
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Annexe

-MRS Liquide ............... 1000ml
-Agar-Agar .........ooiiinnnnn 18¢g

Eau physiologie :
Ingrédients
e Eau distillée
e Nacl
Appareillage :
Etuve.
Autoclave.
Balance de paillasse.
PH metre.
Bec bunsen.
Bain-marie.
Milieux de cultures :
MRS solide.
MRS liquide.
MRS BCP liquide.
Milieu MH solide.

Composition (g, ml)
1000ml
99

Agitateur a plaque chauffante.
Vortex.

Microscope optigue.
Micropipette.

Plaque chauffante.
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Annexe

Produits chimiques et réactifs

Les réactifs pour coloration de Gram : Violet de Gentiane, Fuschine, Lugol.

Autre produits et réactifs : alcool, glycérol stérile, huile de paraffine, lait écrémé, eau oxygénée,

eau distillée stérile, eau physiologique.

Autres : Eppendorf, cloche de Durham, papier joseph, coton tige stérile, Bicher, tube a essai, les

lames Boites pétries, papier joseph, I’anse de platine, spatule.
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