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Résumé

L'objectif de notre travail est d'étudier 1'effet d'extrait végétaux sur I’amélioration des
aptitudes technologiques de quelques bactéries lactiques isolées a partir du fromage

traditionnel camelin dans la région d'El oued.

La fabrication du fromage a été effectué par une méthode traditionnelle.
L'identification des souches isolées a ¢€té basée sur les criteres morphologiques,
biochimiques et physiologiques. Quatre isolats de bactéries lactiques ont été identifiés, les
espeéces appartenant au genre Lactocoque, au genre Pediocoques et au genre streptococcus

(Lactococcus lactis, Pediococcus acidilactici et streptococcus thermophilus).

Les tests phytochimiques réalisés ont permis de mettre en évidence divers
composants dans les feuilles de les deux plantes dont la présence des polyphénols ,
flavonoides , saponines , quinones libres , glucosides cardiaques et sucres réducteurs. Les
analyses quantitatives effectuées ont montré que l'extrait de les plantes est faible en
polyphénol totaux avec une teneur de 1.68 mg EAG/g pour Olea Europraa L. , et une teneur

de 1.44 mg EAG /g pour Thymus vulgaris L.

Les résultats de 1’évolution des aptitudes technologiques des souches étudiées
indiquent un pouvoir acidifiant important pour le genre lactococcus , pediococcus apres 3h
d'incubation en présence des extraits de par rapport Thymus vulgaris L. et Olea europaea
L.au témoin. Seulement l'extrait aqueux de Thymus vulgaris L. donne un résultat important
de l'acidité dornique 42°, pH 5.4 apres 24h d'incubation chez le genre lactococcus , aussi
que Olea europaea L. présente un effet remarquable chez pediococcus dans la méme
période. L'activité protéolytique est moyenne par rapport au témoin en présence de l'extrait
de Thymus vulgaris L. Les deux souches isolées au cours de notre étude n’ont pas la capacité

de dégrader les lipide et absence totale du pouvoir lipolytique.

Mots clés: Lait camelin, Fromage frais, bactéries lactiques, Extraits végétaux, Aptitudes

technologiques.



Abstract

The objective of our work is to study the effect of plant extracts on the improvement
of the technological aptitudes of some lactic acid bacteria isolated from traditional camel

cheese in the region of El Oued.

The manufacture of the cheese was carried out by a traditional method. The
identification of the isolated strains was based on morphological, biochemical and
physiological criteria. Four isolates of lactic acid bacteria have been identified. Species
belonging to the Lactococcus genus, the Pediococcus genus and the Streptococcus genus

(Lactococcus lactis, Pediococcus acidilactici and streptococcus thermophilus).

The phytochemical tests carried out made it possible to highlight various components in the
leaves of the plants including the presence of polyphenols, flavonoids, saponins, free
quinones, cardiac glucosides and reducing sugars.The quantitative analyzes carried out
showed that the plant extract is low in total polyphenols with a content of 1.68 mg EAG/g
for Olea Europaa.L, and a content of 1.44 mg EAG/g for Thymus vulgaris.L.

The results of the evolution of the technological aptitudes of the strains studied
indicate a significant acidifying power for the genus lactococcus, pediococcus after 3 hours
of incubation in the presence of extracts of Thymus vulgaris L. and Olea europaea L.
compared to the control. Only the aqueous extract of Thymus vulgaris L. gives a significant
result of Dornic acidity 42°, pH 5.4 after 24 hours of incubation in the genus lactococcus,
also that Olea europaea L. presents a remarkable effect in pediococcus in the same period .
Proteolytic activity is average compared to the control in the presence of the extract of
Thymus vulgaris L. The two strains isolated during our study do not have the capacity to

degrade lipids and total absence of lipolytic power.

Keywords: Camel milk, Fresh cheese, lactic acid bacteria, Plant extracts, Technological

properties.
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Liste d’ Abréviation :

Cm

EH :

EA :

: centimetre

extrait hydroalcoolique

extrait aqueux

: milligramme
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Introduction

Le lait de chamelle constitue depuis des temps trés lointains, la principale ressource
alimentaire pour les peuples nomades qui le consomment habituellement a 1'état cru ou
fermenté. Il est considéré comme I’aliment de base pour une période annuelle prolongée,

dans la plupart des zones pastorales Sahariennes (JRAD et al., 2016).

Méme s’il présente une composition physico-chimique relativement similaire a celle
du lait bovin, ce lait se distingue néanmoins par une teneur ¢levée en vitamine C, en niacine
et par la présence d'un puissant systeme protecteur contre la flore de contamination, li¢ a des
taux relativement élevés en lysozymes, lactoperoxydases, lactoferrine ainsi qu’en acides
organiques et bactériocines produits par les bactéries lactiques intrinseques de ce lait.

(ELAGAMY et al., 1996 ; DIARRA et al., 2002 ; HADDADIN et al, 2008).

Le lait de chamelle a la propriété de pouvoir étre conservé plus longtemps que le lait
de vache lorsqu'il est réfrigéré et méme avec la chaleur du désert, il ne s’altére pas tres vite
(HASSAN et al., 2008). Toutefois, si le lait de dromadaire se garde plus longtemps que celui
de lait de vache, il a tout de méme une durée de conservation limitée. Pour cette raison la
transformation en fromage est une technique qui peut &tre utilisée pour le préserver

(HAMIDI, 2015).

Les fromages frais sont une famille de fromages caractérisés par une pate humide
acide, peu minéralisée et de faible cohésion ayant un golt acidulé et de l'onctuosité. Ces
fromages frais sont obtenus par coagulation, de préférence acide, du lait, puis égouttage du

coagulum obtenu. D'une facon trés générale, ces fromages n'ont pas subi de phase d'affinage.

Le lait de chamelle est appelé a étre développé et amélioré ses aptitudes a la
coagulation pour pouvoir étre transformé en produits dérivés en diversifiant son état de
consommation et en améliorant les conditions de vie des éleveurs. Pour contourner les
contraintes liées aux aptitudes limitées a la transformation fromagere (RAMET, 1993 ;

SIBOUKEUR et al., 2005).

Les bactéries lactiques interviennent essentiellement dans deux étapes de fabrication
des fromages, la coagulation et 1’affinage (RAY, 2003). Les bactéries lactiques qui sont

acidifiantes ont une grande importance dans I’économie et présentent une grande utilit¢ du



point de vue technologique ; les lactocoques font partie des bactéries lactiques les plus
utilisées comme ferments pour de nombreuses fabrications fromageéres(RENAULT, 1996).
Selon la technologie mise en ceuvre, pour cette production, on distingue plusieurs variétés

de fromages dont les fromages frais

Les plantes sont des sources potentielles d'antioxydants naturels qui sont
progressivement appliquées dans les produits laitiers pour produire des aliments fonctionnels
présentant des propriétés nutritionnelles et thérapeutiques élevées. La consommation de
fromage enrichis de ces ingrédients peut étre bénéfique a la santé humaine afin de prévenir
certaines maladies (CEYLAN et FUNG, 2004). plusieurs essais de production de fromage
a base de plantes aromatiques (feuilles, extraits, huiles essentielles) ont été entrepris pour

accroitre leur fonctionnalité et leur capacité antioxydante (KHORSHIDIAN et al., 2018).

De nombreuses études ont été publiées et axées sur 1'utilisation d'extraits de plantes
aromatiques pour prolonger la durée de conservation des aliments grace a leurs activités
antioxydantes et antimicrobiennes (MAHGOUB et al., 2013; BOR et al., 2016; ZHANG
et al., 2016).

C'est dans ce contexte que s'inscrit notre travail, qui consiste a étudier I'effet de
supplément en extrait des plantes sur les aptitudes technologiques des bactéries lactiques

isolées a partir du fromage frais a base du lait camelin

Ce manuscrit est divisé en deux parties, la premiére est consacrée a une synthése
bibliographique articulée autour du lait camelin et le fromage frais dans le premier chapitre
. le deuxiéme chapitre sur les bactéries lactiques , classification et leur aptitudes
technologiques, La seconde partie présente le matériel et les méthodes mises en ceuvre dans
le cadre de la réalisation de ce travail, les résultats obtenus et leurs discussions sont

rassemblés aussi dans cette partie.
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Chapitre I Lait camelin et leur coagulation

La dénomination « lait » est réservée exclusivement aux produits de la sécrétion
mammaire normale, obtenus par une ou plusieurs traites, sans aucune addition ni
soustraction et n’ayant pas ét¢ soumis a un traitement thermique (J.O.R.A N°69, 1993).
Le lait a été¢ défini en 1908, au cours du Congres International de la Répression des
Fraudes a Genéve comme étant : « Le produit intégral de la traite totale et ininterrompue
d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée. Le lait doit étre recueilli
proprement et ne doit pas contenir de « colostrum ». Le lait doit étre recueilli proprement et

ne doit pas contenir de « colostrum » (ALAIS, 1975).

Les principaux constituants du lait par ordre croissant selon (POUGHEON et GOURSAUD
(2001)) sont :

& Eau, trées majoritaire,

& Glucides principalement représentés par le lactose,

« Lipides, essentiellement des triglycérides rassemblés en globules gras,

& Sels minéraux a 1’état ionique et moléculaire,

& Protéines ; caséines rassemblées en micelles, albumines et globulines solubles,

& Eléments a I’état de trace mais au role biologique important, enzymes, vitamines et

oligoéléments.
1.1. Lait camelin

1.1.1. Définition

Lait camelin est généralement de couleur blanche opaque et a un 1égére odeur sucrée
et golit prononcé; parfois il peut étre salé (ABBAS et al., 2013). Sa couleur blanche opaque
car les graisses sont finement homogénéisées dans tout le lait alors que les changements de
golit sont causés par le type de fourrage et disponibilité¢ de l'eau potable (KUMAR et al,
2015). Ses gammes de densité de 1,026 a 1,035 et le pH de 6,2 a 6,5, les deux sont inférieurs
a ceux du lait de vache et le pouvoir tampon maximal du lait écrémé est a pH 4,95 (GUL W

et al., 2015).
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I.1.2. Composition du lait camelin :

Comme tout aliment le lait camelin est riche en nutriments nécessaires pour la

croissance et 1’entretien des chamelons ou du corps humain.

Tableau 1 : Composition chimique moyenne des laits de camelin (FARAH et

RUEGG, 1989).

Composé unité Lait camelin
Matiere seche g/100g 12,2
Protéines (c) g/100g 3,11
Azote total (TN) 6,7mg/100g 418
Azote caseinique (CN) % de TN 76
Azote non caséinique (NCN) | % de TN 24
Azote non protéique (NPN) % de TN 6.7
Lactose g/100g 5.24
Matiere grasse g/100g 3.15
Cendres g/100g 0.8
Calcium mg/100ml 157
Magnesium mg/100ml 8.3
Phosphore mg/100ml 104
Citrate mg/100ml 177

I.1.3. Caractéristiques physico-chimiques du lait camelin :

Le lait camelin, a 1’observation visuelle est de couleur blanche. A la traite et lors
des transvasements, il forme une mousse abondante a cause de sa teneur élevée en composant
3- des protéose-peptones(PP3) (SMAIL,2002). L’ingestion de fourrages comme la luzerne,
donne un golt sucré, et certaines plantes halophytes le rendent salé (FARAH et

BACHMAN, 1987).

Ce lait présente une composition physico-chimique relativement similaire a celle du

lait bovin. Il se distingue des autres laits par la présence d’un systéme protecteur tres
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puissant, lié¢ a des taux relativement élevés en lysozyme, en lactoperoxydase, en lactoferrine

et en bactériocines produites par des bactéries lactiques (SIBOUKEUR, 2012).

Tableau 2 : Caractéristiques physico-chimiques du lait de chamelle (FAYE, 1997).

Caractéristiques Moyenne Maximum Minimum
pH 6,56 6,8 6,2
Densité spécifique 1,035 1,038 1,025
Point de congélation -0,58°C -0.60°C -0,55°C
Teneur en eau 87,90 % 90% 84,80%
Extrait sec total 12,10 % 15,20% 10,00%
Taux de matiére grasse 3,80% 5,60% 2,50%
Extrait sec dégraissé 8,20% 10,30% 6,20%
Teneur azotée totale 3,50% 5,50% 2,20%
Teneur en lactose 3,90% 5,10% 2,60%
Teneur en cl 0,16% 0,17% 0,14%
Teneur en cendres 0,76% 0,90% 0,60%

I.2. Fromage
1.2.1. Définition et composition

La définition « fromage » est réservée au produit fermenté ou non, affiné ou non obtenu
a partir des matieres d’origine exclusivement laiticres (lait, lait partiellement ou totalement
écrémé, babeurre) utilisées seules ou en mélange et coagulées en tout ou en partie avant

égouttage ou apres ¢limination partielle de la phase aqueuse (BRULE et al., 2007).
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Les fromages sont produits par la coagulation d’un produit laitier assortie d’un
¢gouttage. De la matiére grasse d’origine laitiére peut étre éventuellement ajoutée. La

coagulation suivie d’égouttage correspond aux méthodes traditionnelles (LEYRAL, 2003).

Le fromage, selon la norme du codex alimentaires (STAN, 2006) ; est le produit
affiné ou non affiné, de consistance molle ou semi dure, dure ou extra dure obtenu apres
coagulation du lait, lait écrémé, lait partiellement écrémé, créme, créme de lactosérum ou
babeurre, seuls ou en combinaison, qui peut étre enrobé et dans lequel le rapport protéines

de lactosérum : caséines ne dépasse pas celui du lait.

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 coagulation ; on peut aussi faire appel a des techniques de fabrication
entrainant la coagulation du lait de maniére a obtenir un produit fini ayant des
caractéristiques physiques, chimiques et sensorielles similaires a celles de la définition

précédente (St-GELAIS et TIRARD-COLLET, 2002).

Tableau 3 : Composition moyenne comparée du lait et des fromages selon ALAIS et

LINDEN(1993).

Composant Lait Fromage

Eau Environ 87% -Eliminée en partie par la fabrication.
Teneur en eau : 50% pour la pate
molle.

Glucides Lactose 5 % Les ferments lactique | - Pratiquement ¢liminé avec I’eau par
transforme le lactose en acide | la fabrication.
lactique, ce sucre peut étre
¢galement transformé en alcool.

Lipides -Environ 4% Sous forme des |- Ce trouvent dans la majorité des
globules gras trés petit en émulsion | fromages sauf dans les fromages
dans le liquide maigres : 23%fromage a pate molle.

30% fromage a pate dure.
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importante. - C en quantité
variable dans le lait, mais
pratiquement détruite au contact de
I’air durant les manipulations, le
transport, la pasteurisation Et
I’ébullition. - A en quantité
importante dans la mati¢re grasse.
- D en quantité variable selon la

saison.

Protéines -environ  3.5%. Les plus |- Les caséines coagulant avec la
importante en qualité sont les | présure, c'est 1’élément essentiel de
caséines : 3% Les protéines de | tous les fromages : 18 % fromage a
sérum sont aussi non négligeables | pate molle.

Minéraux -Trés intéressante valeur minérale | - Grande richesse en calcium et en
car trés riche en calcium et en | phosphore. - Plus au moins riche en
phosphore. Le calcium ¢étant | chlorure de sodium selon leur
abondant que le phosphore. - | fabrication.
contient aussi  potassium et
chlorure de sodium.

- pas de fer.
Vitamines - B1 en petite quantité. - B2 assez | - Les fromage a pate molle sont de

bonne source de vitamine B , du fait
des synthéses réalisées par les
moisissures. - A ce trouve dans le
fromage selon la teneur en maticres

grasses.

1.2.2. Classification des fromages

La diversité des modes de fabrication des fromages et la variété des produits obtenus,

ont conduit les spécialistes a des classifications usuelles. La classification la plus explicite

est celle de (PERNODET, 1984). Les fromages sont classés en fonction de la méthode de

caillage (lactique ou présure), du mode d’égouttage et du type d’affinage appliqué.
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Tableau 4 : Classification de fromages (FAO/OMS., (1999))

Type Caractéristique Exemple

Fromages frais a pate Caillé lactique, égouttage peu Fromage blanc, petits

fraiche poussé, pas d’affinage suisses
Fromages a pate molle Pas d’égouttage, affinage Camembert

Fromages a pate pressée Caillé mixte / présure, pressage, Gouda, cheddar

cuite affinage

Fromages a pate pressée Caillé présure, chauffage du Tomme, Comté

non cuite caillé, pressage, affinage
1.2.3. Fromage frais :
1.2.3.1. Définition :

Un fromage frais a une texture molle granuleuse ou lisse, crémeuse et veloutée. C’est
un fromage peut égouttés caractérisé par une teneur tres élevée de I’humidité et une teneur

de 60 a 80% de la maticre grasse (MAJDI ,2009)
1.2.3.2. Principe de fabrication du fromage frais :

La transformation de la caséine joue un rdle tres important dans I'élaboration des
fromages frais. Dans tous les cas, il y a coagulation de la caséine sous réaction d’une flore
lactique. L’action de la présure ou sous I’action combinée de la présure et des bactéries

lactiques (GUIRAUD, 1998).
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Pediie ferments
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Figure 01 : Schéma Général de la fabrication du fromage frais (ATIE, 1994)

1.2.3.3. Composition des fromages frais

La valeur énergétique d’un fromage frais est due aux lipides, protides et
éventuellement glucides, acide lactique et acide citrique qu’il contient. Ces substances

représentent la majeure partie de la matiere séche (MANA et DRIF,2017) .
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Tableau 5 : Les différents constituants du fromage frais pour 100 gr de produit (MANA et
DHRIF.,2017)

Eléments Quantités (gr/100gr)
Eau 79
Glucides 4
Lipides 7.5
Protéines 8.5
Calcium 0.100
Phosphore 0.140
Magnésium 0.010
Potassium 0.130
Sodium 0.040
Zinc 0.0005
Vitamines A 0.00007

1.2.3.4. Différents types du fromage frais
En fonction de ces diverses opérations, on distingue plusieurs types de fromages frais:
1.2.3.4.1. Les fromages blancs-battus

D'aprés (LARPENT, (1997)), ils sont caractérisés par leur texture onctueuse,
structure homogene et a extrait sec faible, ces fromages sont non salés, le caillé¢ est enrichi

en créme, parfois ils sont aromatisés par des aromes ou par des fruits sucrés.
1.2.3.4.2 Les fromages type « compagne ou les fromages blancs-moulés » :

D'apres (LARPENT, (1997), ils sont caractérisés par une texture hétérogene
morcellaire généralement moulés a la bouche, ils sont trés fréquemment égouttés en faisselle

ou le caillé garde son individualité.

1.2.3.4.3 Le petit suisse :

11
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C'est un fromage défini de forme cylindrique, lisse a extrait sec plus élevé et texture

tartinable. (LARPENT, 1997).
1.2.3.4.4 Le demi-sel :

C’est un fromage frais a 2% de NaCl environ, renfermant au moins 40g de maticre
grasse pour 100g de mati¢re séche, et a extrait sec total supérieur a 30% généralement
consommé au couteau a cause de son extrait sec ¢élevé, et aromatisé (ails, poivre, ... ).

(LARPENT et LARPENT, 1985).
1.2.4. Fabrication du fromage a partir du lait camelin :

Des études et recherches ont été réalisées sur les possibilités de transformation du lait
camelin en produits dérivés et donc sa conservation par divers auteurs (KAMOUN et
RAMET, 1989 ; RAMET, 1985, 1994, 2003, SIBOUKEUR et al., 2005 ;
SIBOUKEUR,2007, ...etc). En effet le lait de chamelle ne posséde pas une aptitude
technologique comparable au lait d’autres mammiféres plus largement exploités (vache,

brebis, chevre).

Cependant les études récentes permettent d'affirmer qu'a condition de tenir compte
de ses particularités de composition physique et chimique, il est possible de transformer ce
lait en produits laitiers, notamment en fromages présentant une conservabilité satisfaisante

(KAMOUN et RAMET, 1989).

Chez les sociétés pastorales, quelques rares fromages sont fabriqués par des nomades
localisés en Ahaggar et dans la péninsule du Sinai, ce produit est obtenu par chauffage du
lait préalablement acidifié (le lait est laissé dans un endroit tranquille 24 a 48 heures a la
température ambiante jusqu'a ce qu'il devienne aigre (OMORE et al., 2004) (sous forme de
balle ou galette), consommé en 1’état ou séchés naturellement au vent et au soleil (RAMET,

1994).
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Introduction

Les bactéries lactiques sont depuis longtemps associées a leurs multiples roles dans les
industries agro-alimentaires. Leur intervention est a la base de la transformation de la maticre
premiére et a I'élaboration des produits fermentés. Des traces archéologiques ont été
retrouvées en Egypte, indiquant que depuis le néolithique, I'hnomme maitrise les procédés de
caillage du lait (CAREE-MLOUKA, 2019).Trés rapidement I’homme, a su exploiter les
bactéries lactiques pour la production d’aliments fermentés lactés tels que les yaourts ou les
fromages, mais également des produits a base de légumes, de céréales, de poissons ou de
viande, afin de modifier le golit et la texture des produits fermentés, et inhibent les bactéries
d'altération des aliments en produisant des substances inhibant leur croissance (KENNETH,
2011). Des progres importants dans la classification de ces bactéries sont apparus quand les
similitudes entre les bactéries du lait acidifié et les autres bactéries productrices d’acide

lactique étaient reconnues (AXELSSON, 2004).

I1.1. Généralités sur les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques constituent un groupe hétérogéne de microorganismes
caractérisé par la production de I’acide lactique comme produit final a partir de la
fermentation des carbohydrates. Elles sont, généralement, non pathogeénes et considérées

comme « GRAS » (Generally Recognized As Safe) (MOZZI et al., 2010).

Elles sont des cocci ou des batonnets a Gram positif, asporulantes, généralement
immobiles, dépourvues de catalase et d’oxydase, aéro anaérobie facultatives et
acidotolérantes et capables de croitre a des températures comprises entre 10°C et 45°C
(ZHANG et CAI, 2014). Toutefois, leurs caractéristiques peuvent étre changées sous
certaines conditions. En présence d’héme, la catalase et les cytochromes sont formés, ce qui

réduit la quantité d’acide lactique produite (KONIG et FROHLICH, 2009).

Elles ont en général une faible capacité de biosynthése et de nombreuses auxotrophies
ont été décrites en ce qui concerne acides aminés, vitamines, bases puriques ou pyrimidiques

et cofacteurs (CORRIEU et LUQUET, 2008).
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.'.' .‘I.;._ Al 4

A : Pediococcus B :Lactococcus C: Lactobacillus D : Bifidobacterium

lactis subsp. Lactis ~ acidophilus bifidum
Figure 02 : Bactéries lactique sous microscope électronique (MAGHNIA, 2011)

Selon le type de fermentation, les bactéries lactiques sont subdivisées en deux groupes

principaux :
% Groupes des bactéries homofermentaires

Le produit majeur (85%) de cette fermentation est 1’acide lactique (REDDY et al.,
2008; Ross et al., 2002). Elles fermentent les hexoses principalement le glucose par la voie
glycolytique (Figure 2), mais elles ne peuvent pas fermenter les pentoses ou le gluconate.
Ce groupe comprend tous les lactobacilles thermophiles trouvés dans les cultures starter, Lb.
helveticus, Lb. delbrueckii,subsp.bulgaricus et subsp. lactis. Cette classe regroupe aussi les

Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus, Streptococcus (HAMMES et HERTEL, 2009).

¢ Groupes des bactéries hétérofermentaires

Ce groupe exploite la voie (hexose monophosphate ou pentose), ce qui conduit a la
production des quantités équimolaires de lactate, CO,, d'éthanol ou d'acétate. Les membres

de ce groupe incluent Leuconostoc,Weissella et quelques lactobacilles. (ROSS et al., 2002;

VASILJEVIC et SHAH, 2008).
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Figure 03 : Les principales voies métaboliques des bactéries lactiques (PERRY et al.,

2004).

I1.2 Habitat et origine

Les bactéries lactiques (LAB) sont ubiquistes, elles se trouvent généralement associées
a des aliments riches en sucres simples. Elles peuvent étre isolées du lait, du fromage, de la

viande et des végétaux (plantes et fruits) (KONIG et al., 2009).

Elles se développent avec la levure dans le vin, la bicre et le pain. Quelques especes
colonisent le tube digestif de I’homme et on peut les trouver aussi dans les cavités buccales,

vaginales et dans les féces (LEVEAU et BOUIX, 1993).
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I1.3. Caractéristiques classiques (Morphologique et physiologique)
I1.3.1. Caractéres morphologiques

La premicre définition de bactéries lactiques (BL), basée sur la capacité des bactéries
de fermenter et de coaguler le lait, englobait les bactéries coliformes et lactiques. En 1901,
Beijerinck observe que les lactobacilles sont des bactéries a Gram positif, ce qui séparera
définitivement les bactéries lactiques (a Gram positif) des bactéries coliformes (MECHALI,

2009).

Elles forment un groupe hétérogéne composeé de coques et de bacilles ou batonnets (BADIS

et al, 2005 ; KHALISANNI, 2011).

+ Les coques (Cocci) sont des sphéres plus au moins ovoides de 0,5 a 1,5 u m de
diametre dont la division peut engendrer les paires, des tétrades, des tétrades, des
chainettes ou des amas. Ce sont des bactéries non sporulées et immobiles.

#+ Les bacilles sont des bactéries en forme de batonnets qui peuvent avoir différents
aspect. A coté de batonnets droits classique, on peut trouver des coccobacilles ou de

longues chaines de bacilles. Le batonnet peut s’incurver dans certains cas ou

s’allonger en filaments. Ils sont de 0,5 a 0,2 um de diamétres et 1,5 & environ 10 um

de long (HERMIER et al., 1997).

Figure 04: (a) 1a forme cocci, (b) la forme bacille des bactéries lactiques observé au

Microscope électronique a transmission (MAKHLOUFI, 2011).

I1.3.2. Caractéres physiologiques et biochimiques

Les bactéries lactiques convertissent le pyruvate en acide lactique pour régénérer le
NAD+ utilis¢ dans la glycolyse. A quelques exceptions pres, elles partagent les

caractéristiques suivantes (MECHALI, 2009) : Les bactéries lactiques sont hétérotrophes et
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chimio-organotrophes (KLEIN et al., 1998; BADIS, et al, 2005). Pour les bactéries
lactiques, la température optimale de croissance est variable selon les genres, comme

exemple Streptococcus thermophiles qui sont thermophiles.

Leur ADN présente un pourcentage de G + C compris entre 30 et 60% (STILES et
HOLZAPFEL, 1997) et une taille de génome comprise entre 1,8 et 3,3 Méga paires de bases
(Mpb). La plupart des bactéries lactiques sont équipées génétiquement pour avoir un
métabolisme respiratoire, mais elles sont incapables de respirer si I’héme, n'est pas présent
dans le milieu (LECHARDEUR, 2011). L'héme est un cofacteur indispensable au
cytochrome coxydase le dernier accepteur d’électrons de la chaine respiratoire (KANG,

1989).

I1.4. Historique et taxonomie

Les bactéries lactiques sont de trés anciens micro-organismes découverts dans des
sédiments datant de 2,75 milliards d’années, avant 1’apparition de [’oxygene dans
I’atmosphere ce qui pourrait expliquer leur caractére anaérobie (QUIBERONI et al., 2001).
Elles sont apparues avant les cyanobactéries photosynthétiques (DRIDER & PREVOST ,
2009).

La classification phénotypique des bactéries lactiques est fondée sur la morphologie,
la croissance a différentes températures, le mode de fermentation des sucres, la capacité de
croissance a différentes concentrations de sel, la tolérance aux pH acides et alcalins, la
configuration de I’acide lactique, I’hydrolyse de I’arginine et la formation d’acétoine. Par
ailleurs, une classification selon la composition de la paroi cellulaire (HAMMI, 2016)
incluant la nature des acides gras qui la composent, a été proposée (GILAROVA et al.,

1994; KONIG & FROHLICH, 2009).

Selon la seconde édition de BERGEY’S manual of systematic bacteriology (VOS
et al., 2009), les bactéries lactiques sont classées dans le phylum des Firmicutes, la Classe
des Bacilli et I’Ordre des Lactobacillales renfermant trente-cinq genres répartis en six
familles : Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae,
Leuconostocaceae et Streptococcaceae. Seuls douze genres sont utilisés en technologie
alimentaire (Figure 5), il s’agit de : Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,

Vagococcus, Tetragenococcus et Weissella (VANDAMME et al., 1996).
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Figure 05. Dendrogramme consensus reflétant les relations phylogénétiques de

Pordre des «Lactobacillales» au sein de la classe « Bacilli » (DE VOS et al., 2009).

L'appellation bactérie lactique est aussi souvent étendue aux genres Bifidobacterium,
Macrococcus, Brevibacterium et Propionibacterium qui leur sont apparentés et qui sont
¢galement utilisés pour la fabrication de divers produits fermentés (KLAENHAMMER et
al., 2005; PFEILER & KLAENHAMMER, 2007). Quelques espéces du genre
Streptococcus, Enterococcus et certains Lactobacillus sont néanmoins considérées comme
des pathogénes opportunistes pouvant provoquer des maladies (AGUIRRE & COLLINS,
1993; KONIG & FROHLICH, 2009).

I-4- Exigences nutritionnelles :

Les B.L ont un besoin pour leur nutrition car elles sont incapables de synthétiser un
certain nombre des éléments qui sont variables d'une espéce a une autre, par ce qu'elles ont
une faible biosynthése donc ce sont auxotrophes. Alors elles sont considérées comme un

groupe de bactéries le plus exigent de point de vie nutritionnel (DRIDER et PREVOST,
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2009). Les bactéries lactiques sont en principes incapables d’effectuer la synthése des acides
aminés, et doivent par conséquent faire appel a des sources exogénes pour assurer leur
métabolisme (LUQUET, 1986).Les bases puriques et pyrimidiques ne sont pas vraiment
essentielles au métabolisme des bactéries lactiques (DESMAZEAUD, 1983).

Les principaux éléments tel que le magnésium et le manganése sont généralement
requis (CORRIEU et al., 2008) jouent un role important dans la nutrition des Lactobacillus
(MAZALI, 1992), alors que les besoins en calcium et en potassium sont moins
systématiques. Les besoins en fer dépendant des micro-organismes (IMBERT et
BLANDEAU, 1998). Le zinc présente un effet positif pour la croissance de certains
lactobacilles, mais il est toxique a fort concentration. A 1’opposé, le sodium, le cadmium, et

le cuivre démontrent un effet inhibiteur (CORRIEU et al., 2008).

Le rdle principal des cations dans la nutrition des bactéries lactiques et dans les

différentes réactions métaboliques (BOYAVAL et al., 1988)

Les bactéries lactiques sont incapables de synthétises les vitamines qui jouent un role
irremplagable des coenzymes dans le métabolisme cellulaire. Streptococcus thermophiles a
une exigence absolue en acide pantothénique (B5), en riboflavine (B2), a moindre degré en
thiamine (B1), en nicotinamide ou en acide nicotinique (B3) et en biotine (BS). La

pyridoxine ou ses dérives (B6) stimulent fortement sa croissance (DESMAZEAUD, 1983).

Les bactéries lactiques ont la capacité de fermenter des glucides (BAZO, 2011), par
exemple S. thermophilus est fermenté et transformé rapidement du lactose en lactate, et
utilisé différent source tel que : lactose, saccharose, glucose, galactose, fructose .S.
thermophilus a été adapté a alimenter et croitre sur lactose comme source de carbone

(BENYAHIA, 2012).
IL.5. Aptitudes technologiques des bactéries lactiques

IL.5.1. Aptitude acidifiante

La fonction acidifiante constitue la propriét¢é métabolique la plus recherchée des
bactéries lactiques utilisées dans les industries alimentaires. Elle se manifeste par la
production de I’acide lactique a partir de la fermentation des hydrates de carbone au cours
de la croissance bactérienne (MONNET et al., 2008). Les conséquences, d’ordre physico-

chimique et microbiologique, peuvent se présenter par:
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¢ Accumulation d’acide lactique participant a la saveur des aliments fermentés.
¢ Abaissement progressif du pH des milieux de culture et des matrices alimentaires.

¢ Limitation des risques de développement des flores pathogenes et d’altération dans les

produits fin

¢ Déstabilisation des micelles de cas€ines, coagulation des laits et participation a la

synérese.
I1.5.2. Aptitude protéolytique

Les bactéries lactiques possedent des protéinases et des peptidases nécessaires a la
dégradation des protéines du lait en peptides et acides aminés, ceux-ci peuvent alors étre
transformés en alcools et en acides, Cette activité protéolytique intervient de ce fait dans les
caractéristiques du produit final. Technologiquement, 1’activité protéolytique constitue un
caractere trés important qui fait des bactéries lactiques les seuls agents microbiens d’affinage
de la majorité des fromages (MAHI, 2010), De nombreuses protéases sont synthétisées par
les bactéries lactiques qui peuvent étre des aminopeptidases, dipeptidases ou tripeptidases,

situées au niveau de la membrane plasmique ou dans le cytoplasme (BENNAMA, 2012).

I1.5.3. Aptitude lipolytique

Les propriétés lipolytiques sont généralement faibles chez les bactéries lactiques, les
lactocoques sont considérés comme plus lipolytiques que Streptococcus thermophilus et les
lactobacilles. Elles peuvent cependant présenter un intérét pour certaines applications
fromageres (BEAL et al., 2008). D’une mani¢re générale on distingue les estérases qui
hydrolysent de facon préférentielle les esters formés avec les acides gras a chaine courte
(C2- C8) et les lipases qui sont actives sur des substrats émulsifiés contenant des acides gras
a chaine longue (>C8), ces enzymes sont impliquées dans l'hydrolyse de mono, di, et

triglycérides (SERHAN et al., 2009).

I1.5.4. Aptitude aromatisante

La production de composés aromatiques est liée a 1’activité microbienne, plusieurs

especes de bactéries lactiques sont capables de les synthétiser, a partir du citrate notamment,

21



Chapitre 11 Bactéries lactiques

divers composés tels que le diacétyle, ’acétoine, [’acétate, principaux composés
responsables de I’ardme des produits laitiers fermentés. Le diacétyle est le principal composé
qui participe a I’ardme de trés nombreux produits laitiers qui sont issus du métabolisme du
citrate par différentes espéces de bactéries lactiques. D’autres travaux ont montré la capacité
de certaines bactéries lactiques a convertir les acides aminés en molécules aromatiques

(HAMMLI, 2016 ; BELKHEIR, 2017).

L.5.5. Aptitude texturante

La capacité des bactéries lactiques a synthétiser des exopolysaccharides (EPS) joue un
role important pour la consistance et la rhéologie des produits transformés. Les Lb.
delbrueckii ssp. bulgaricus et Streptococcus thermophilus produisant des EPS sont utilisés
dans la fabrication des yaourts, ceci afin d’améliorer la texture, éviter la synérese et
augmenter la viscosité des produits finis. L utilisation des EPS produits par la souche Lc.
lactis ssp. cremoris est trés prometteuse pour la structure et la viscosité des produits laitiers

fermentés (LEROY et DE VUYST, 2004 ; HO et al., 2007).

I1.6. Intérét des bactéries lactiques

L’utilisation des bactéries lactiques pour une application industrielle donnée est
déterminée par leurs propriétés fonctionnelles et technologiques. Celles-ci recouvrent les
propriétés suivantes : activité acidifiante, propriétés enzymatiques (activité protéolytique,
peptidasique et lypolytique), production de métabolites d’intérét telle que la peroxyde
d’hydrogene, les acides organiques et les bactériocines (BELYAGOUBI, 2014).

D’autres qualités ont depuis été associées aux bactéries lactiques lorsqu’elles sont
associées aux produits alimentaires comme 1’augmentation des valeurs nutritionnels des
aliments, la réduction de la formation de produits toxiques et la propriété de probiotique. En
plus de la propriété de bioconservation, plusieurs propriétés ont été attribuées aux bactéries
productrices de bactériocines telles que la diminution des gaz dus a la fermentation ainsi

qu’a I’amélioration du gott et de la qualité du produit fini (MAKHLOUFI, 2011).
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II1.1. Olea europaea L.

II1.1.1. Généralité sur ’olivier

L’olivier (Olea europaea L.) est parmi les plus vieux arbres cultivés dans le monde,
sa culture remonte a la plus haute antiquité ; c’est 1'un des arbres les plus caractéristiques de
la région méditerranéenne; il a une grande importance nutritionnelle, sociale, culturelle et
¢conomique sur les populations de cette région (LIPHSCHITZ et al.,1991). Elle est la seule
espece de ce genre Olea utilisée pour l'alimentation (BIANCO ET RAMUNNO 2006 ;
HASHMI et al., 2015) .

L’olivier possede un tronc court, gros et tordu et parfois tortueux, et une téte large
pourvue de branches hautes de 4 ou 5 metres. Ses feuilles sont opposées, persistantes et
coriaces entieres et d’une forme elliptique trés étroite et pointue. Elles sont vertes et
brillantes par la gerbe. Les fleurs sont blanches, elles sont hermaphrodites et tres petites et

elles se présentent comme des grappes axillaires (MOUSSOUNI, 2016).

II1.1.2. Classification

La classification botanique de I’olivier selon NEFZAOUI (2018) est la suivante :
Embranchement : Spermaphytes

Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous classe : Gamopétales

Ordre : Ligustrales

Famille : Oleacées

Genre : Olea

Espéce : Olea europaea L.
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Figure 06: Olea europaea L. (ZOTOUNI et al, 2012)

I11.1.3. Description botanique

L'olivier est une espece vivace a feuillage persistant dont la croissance est rythmée
dans les régions tempérées, il se distinguant par sa pérennité et sa grande longévité. Aussi,
il est réputé pour sa grande rusticité et sa plasticité¢ lui permettant de se développer dans
différentes conditions environnementales. Il n’est pas rare de voir de vieux oliviers dépasser
15 a 20 meétres de hauteur, avec un tronc de 1,5 a 2 meétres de diamétre

(ABDELSAMED ,2017).

Les feuilles de 1'olivier sont persistantes, avec une durée de vie moyenne de trois ans.
Ils sont simples, lancéolés et pointus. Sur les brindilles, ils se font face et le cou est court.
Les feuilles sont taillées avec des bords rotatifs. La face supérieure est vert foncé brillant,
tandis que la face inférieure a un aspect argenté en raison de la purine. Les surfaces des
feuilles exposées au soleil sont protégées par un teint vert foncé a texture vitreuse hydrofuge.
Le dessous est lisse et controle 1'écoulement de 1'eau a travers un cheveu qui le recouvre
comme un parapluie. En moyenne, les feuilles d'un olivier mesurent 2 a 8 cm de long, 0,5 a
1,5 cm de large Les stomates sont presque couchés sur la face inférieure, situ en tricolore ;
Ils protegent les feuilles de la perte d'eau et des rayons UV, et multiplient par trois I'efficacité

de la surface des feuilles (FERNANDEZ et al., 2012 ).

I11.1.4. Composition chimique globale des feuilles d’olivier (exprimé en g par 100 g)

La composition chimique des feuilles de I’olivier varie en fonction de nombreux

facteurs : La variété, conditions climatiques, 1’age des plantations ainsi que 1’époque de
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récolte (NEFZAOUL1995). Les différents composés chimiques sont regroupés dans le

tableau ci-dessous.

Tableau 06 : Composition chimique global des feuilles d’olivier (exprimé en g par

100g)
Composition Boudhrioua et E::iae{ ethartin—Gartia Garcia-Gomez | Fegeros et
al., 2009 Iﬂﬂ'; et al., 2006 et al., 2003 al., 1995

Eau 46,2-497 a 498a 414a Nd 440a
Protéines 50-76a 54a 7.0b Nd Nd
Lipides 1,0-13a 6,5a 32b 62b Nd
Minéraux 2844a i6a 162b 26,6 b 92b
Carbohydrates 37.1-425a 275a Nd Nd Nd
Fibres brutes Nd 70a Nd Nd 180b
Cellulose Nd Nd Nd 193 b 114b
Hémicellulose Nd Nd Nd 254b 133b
Lignin Nd Nd Nd 304b 142 b
Polyphénols totaux 1,3-23b Nd 25b Nd Nd
Tannins solubles Nd Nd Nd Nd 03b
Tannmins condensés MNd MNd 08b Nd 1.0b

a : correspond aux valeurs exprimées par rapport a la masse fraiche des feuilles d’olivier.
b : correspond aux valeurs exprimées par rapport a la masse séche des feuilles d’olivier.

Nd : valeur non déterminée

II1.1.5. Utilisations traditionnelles

L'olivier est I'un des plus vieux arbres connus au monde a travers les ages, et il a été
utilisé en phytothérapie car il a des capacités de guérison exceptionnelles. Au cours des
siécles ou I'homme a cultivé 'olivier, il a découvert de multiples pouvoirs de guérison et de
préventions contre certaines maladies. Toutes les parties de l'arbre sont utilisées pour la
guérison : Fruits, feuilles, fleurs, écorces et huile d'olive. Les nombreux bienfaits pour la
santé de la feuille d'olivier sont connus depuis I'Antiquité. Des études indiquent que boire du
thé aux feuilles d'olivier est une méthode utilisée depuis des siécles par les cultures du
Moyen-Orient pour traiter des affections telles que la toux, les maux de gorge, la cystite et
la fievre. De plus, les feuilles d'olivier ont été utilisées dans des compresses pour traiter les
brilures, les éruptions cutanées, les verrues et autres problémes de peau. Ce matériel végétal

pour le traitement de la fievre (LEE et al., 2009).
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Ils ont été utilisés dans I'alimentation humaine sous forme d'extrait, de poudre et de
tisane. Les feuilles d’olivier sont utilisées pour un usage externe et est a croquer, car il est
connu pour soulager les douleurs dentaires et traiter les lévres gercées. Sous forme de
décoction et de bain de bouche, il est utilisé pour traiter la stomatite, la gingivite et la glossite

(maladies inflammatoires et / ou infectieuses de la langue) (KARAKAYA, 2009).

Ces dernieres années, la demande d'extrait de feuilles d'olivier a augmenté pour étre
utilisée dans les aliments, les additifs alimentaires et les aliments fonctionnels (Ozcan et
MATTHAUS, 2017). Plusieurs chercheurs ont étudié I'activité antimicrobienne in vitro de
I'extrait de feuille d'olivier (EFO) contre un large spectre des bactéries, y compris les
bactéries lactiques, apres détermination des composés phénoliques des différents extraits de
feuilles pour explorer la relation entre I'activité antibactérienne et les composants des feuilles
d’olivier, et son efficacit¢ de produire des nouveaux produits acceptables par le
consommateur avec une augmentation de la durée de conservation des aliments tels que les

produits laitiers (OZCAN et MATTHAUS, 2017; PALMERI et al., 2019).
111.2. Thymus Vulgaris L.

II1.2.1. Généralité

Le genre Thymus est un des 220 genres les plus diversifi¢s de la famille des labiées,
avec pour centre de diversité la partie occidentale du bassin méditerranéen. Comme
beaucoup de labiées elles sont connues pour leurs huiles essentielles aromatiques. L’espece
la plus connue est sans conteste Thymus vulgaris L. localement connu zaatar . En frangais et
anglais par exemple, on emploie fréquemment le nom du genre (thym et thyme

respectivement) pour désigner I’espece Thymus vulgaris (MORALES, 2002).

Le nom "Thymus" provient du mot grec « thymon » qui signifie "parfum" a cause de
I’odeur agréable que la plante dégage naturellement ou lorsqu’on la fait briler (ZEGHIB,
2013). L’espece la plus connue parmi les Lamiaceae est sans conteste Thymus vulgaris L.
(AMIOT, 2005), nomm¢ ainsi par Carl Von Linné en 1753 et reste le nom utilisé par toutes
les nomenclatures scientifiques. Elle renferme des qualités aromatiques et de nombreuses

propriétés médicinales (TAMERT et al., 2017).

Thymus vulgaris L. est indigéne de I’Europe du sud, on le rencontre depuis la moitié

orientale de la péninsule ibérique jusqu’au sud-est de I’Italie, en passant par la fagcade
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méditerranéenne (AMIOT, 2005). Il est maintenant cultivé partout dans le monde comme

thé, épice et plante médicinale (KITAJIMA et al., 2004).

1I1.2.2. Classification

Régne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta
Embranchement : Magnoliophyta
Sous-embranchement : Magnoliophytina
Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Thymus

Espece : Thymus vulgaris L. Figure 07 : Thymus vulgaris L.( Tifourghi
et al ,2020)

Selon (Directorate Agricultural Information Services 2009)

II1.2.3. Description botanique de la plante

Thymus vulgaris L. est un arbuste aromatique a tiges ramifiées, pouvant atteindre 40
cm de hauteur. Il posséde de petites feuilles recourbées sur les bords de couleur vert foncés,
et qui sont recouvertes des poils et de glandes (appelés trichomes). Les trichomes
contiennent 1’huile essentielle majoritairement composée de monoterpeénes. Ses petites fleurs
zygomorphes sont regroupées en glomérules et leur couleur varie du blanc au violet en
passant par le rose. Thymus vulgaris est d’ailleurs caractérisé par un polymorphisme floral

qui a été au moins aussi étudié que son polymorphisme chimique ( MORALES, 2002)

I11.2.4. Composition chimique

De nombreuses études ont révélé que les parties aériennes de Thymus vulgaris sont
trés riches en plusieurs constituants dont la teneur varie selon la variabilité des conditions
géographiques, climatiques, de séchage, de stockage et des méthodes d’études (extraction et

détection). L hybridation facile de ’espéce mene a une grande variabilité intraspécifique,
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qui affecte I’homogénéité du rendement d’extrait et sa composition en produits chimique

(BALLADIN et HEADLEY, 1999 ; AMIOT, 2005).

La teneur en huile essentielle de la plante varie de 5 a 25 ml/Kg et sa composition
fluctue selon le chémotype considéré. Le contenu phénolique total, flavonoides, catéchine,
et anthocyanine dans 1’infusion aqueuses préparée du thymus vulgaris a été déterminé par

des méthodes spectrophotométriques (KULISIC et al., 2006).

Tableau 07: Teneur en polyphénols (en pg EAG/mg d’extrait) dans I’infusion aqueuse
du Thymus vulgaris (KULISIC et al., 2006).

Plante Phénols totaux | Flavonoides | Non- flavonoides | Catéchines | Anthocyanines
Thymus

333 25.0 8.3 1.2 6.7
vulgaris

2.5. Utilisations :

Thymus vulgaris est I’un des plus populaire plantes aromatique utilis¢ dans le monde
entier, ces applications sont trés vastes et touchent le domaine alimentaire et celui de la
médecine traditionnelle (ADWAN et al., 2009). Le thym est consommé en tisane, condiment

ou épice (STAHL-BISKUP et SAEZ, 2002).

En raison de ses nombreuses propriétés ethno médicinales, il est utilis¢ comme
stimulant, antiseptique, sédatif, stomachique, antitussive, antispasmodique, antimicrobien,
antioxydant, anti-inflammatoire, antiviral, carminatif, expectorant, anthelminthique,
diaphorétique et diurétique (JOHNSON, 1998). En usage interne, les parties aériennes sont
utilisées en décoction ou en infusion dans le traitement de la dyspepsie et autres troubles
gastro-intestinaux, de la toux, des irritations de I’appareil respiratoire et des rhumes mais

aussi, des infections des voies urinaires (POLESE, 2006).

En usage externe, elles traitent les affections liées a I’inflammation telles que les
rhumatismes, les gonflements musculaires, les piqlres d’insectes et les douleurs (NAMSA
et al.,, 2009). Elles peuvent s’employer en gargarismes, inhalations, bains de bouche et
comme additif de bain pour stimuler la circulation sanguine soulageant de ce fait, la

dépression nerveuse (OZCAN ET CHALCHAT, 2004).
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Le thym (Thymus vulgaris) est une plantes aromatiques communément utilisée dans
les produits laitiers pour améliorer leurs propriétés sensorielles et prolonger leur durée de
conservation en raison de leur activité antimicrobienne et antioxydante (ORAON ET AL.,
2017; KAPTAN ET SIVRI, 2018). Les investigations sur leurs composés bioactifs et leurs
effets thérapeutiques ont été bien documentées (NIETO ET AL., 2018).
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Chapitre I Matériel et méthodes

Notre étude est basée d’une part : sur la préparation traditionnelle d’un fromage frais
a partir de lait camelin (sans présure) , d’autre part sur 1’étude de l'influence de 1’extrait

d'une plante sur l'amélioration des aptitudes technologiques des bactéries lactiques.

Les protocoles expérimentales ont été réalisés au sein du Laboratoire de
microbiologie, Biochimie Université El-chahid Hamma Lakhdar, El-oued , durant la période

allant du mois de Janvier au mois avril 2022.
I.1. Matériel et produits

1.1.1. Milieu de culture

+ Gélose M17
4+ Bouillon nutritive

4+ Gélose nutritive

1.1.2. Produit chimiques, et appareils

a. Produits chimiques et réactifs

Eau physiologique Acide hydrochlorique ( HCI )

Eau oxygénée (H202) Acide sulfurique ( H2SO4 )

Eau distillé Hydroxyde de sodium ( NaOH )
Ethanol L'hydroxyde d'ammonium (NH4OH 10% )
BCPL (S/C, D/C) Chips de magnésium (Mg )

Galerie api 10s (bioMérieux ) Liqueur Fehling

Phosphate salin Folin-Ciocalteu

Tween 80 acide gallique (C7H60S5 )

Violet de gentiane Réactif de Mayer

Lugol Réactif de Dragendorff

Fushine Chloroforme (CHClI»)

huile de paraffine Réactif de Wanger; phénolphtaléine
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b. Appareils utilisés

Autoclave Micropipette
Etuve bactériologique Lyophilisateur
Bain marie Centrifugeuse
Microscope optique Spectrophotométre
Plaque chauffante agitant Centrifugeuse
Microscope électronique Etuve

Pipette bec benzene
Réfrigérateur haut

Boite pétri pH- métre
Verreries de laboratoire balance ¢€lectronique
1.2. Méthodes

1.2.1. Echantillonnage du lait camelin

Les échantillons du lait de chamelle de la population « TARGUI » proviennent des
fermes d’¢levage, se situant dans la région de Oued El Alenda , wilaya D’El-oued . La
collecte du lait cru a été réalisée selon les régles d'hygiéne et d'asepsie recommandées en
microbiologie, c'est-a-dire apres lavage et ringage des pis des chamelles a l'eau javellisée
suivie d'une élimination des premiers jets de laits, sans oublier une bonne hygiéne des mains
de I’¢leveur. C'est a partir de ce moment que le lait cru a été recueilli dans des flacons de
250 ml stériles étiquetés, immédiatement conservés a 4°C et acheminés au laboratoire dans

une glaciere pour étre analysé a 'arrivée.
1.2.2. Fabrication du fromage frais a partir de lait camelin

Nous avons utilisé 1,5 litre de lait de chamelle. En premier temps, nous avons filtré et
faire bouillir le lait et le laissé refroidir pendant dix minutes. Le four a ét¢ chauffé a haute
température pendant 10 minutes avant de I’éteindre . Le lait, verser dans un pot en argile et
couvert d'aluminium , puis au four pendant 48 heures. Apreés deux jours, nous avons
remarqué une séparation nette et une coagulation. Le lactosérum a été vidé dans un autre
récipient pour d'autres usages en raison de son importance. A l'aide d'un tissu , nous avons
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procédé a 1I’égouttage et laissé au réfrigérateur pendant une journée. Enfin on a obtenu du

fromage frais

1 -Nous avons utilisé 1,5 litre de lait de chamelle

!

I N

2-Filtrer et faire chauffer le lait jusqu'a ébullition

L J

!

[ 3 -Refroidir pendant 10 minutes ‘

| \

L 4 -Vider dans un pot en argile/recouvert d'aluminium J

v

Ve N
5 -Préchauftfer le four a la température la plus
¢élevée pendant dix minutes , Puis éteignez le

\

[ 6 -Laisser le lait 48 heures au four ]

l

Ve N
7 -Egouttage du fromage pendant une journée
dans le réfrigérateur

|

8 -Moulage pour obtenir le fromage frais final

Figure 08 : Etapes de fabrication fromage frai (traditionnelle) a partir de lait camelin
(original ,2022).
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1.2.3. Isolement et identification des bactéries lactiques
1.2.3.1. Isolement des bactéries lactiques

a. Réalisation des dilutions décimales

Peser 1 g de fromage frai de manicre aseptique et le déposer dans un tube contenant
9 ml d’eau physiologique. Bien ’homogénéiser avec un agitateur vortex jusqu’a 1I’obtention
d’une solution homogeéne, et on obtient la dilution dite la 10™'. Pour réaliser la dilution 107,
on prend 1 ml de la suspension précédente 10! et le mettre dans un tube contenant 9 ml
d’eau physiologique. Continuer 1’opération jusqu’a l’obtention de la dilution 107,

(HABHOUB et IZEGHOUF , 2021)

b. Isolement et purification

Par stries réalisé sur gélose M17 préalablement coulées et solidifiées dans des boites
de Pétri apres dénombrement, I’isolement s’effectue en prélevant des colonies bien isolées
et apparaissant morphologiquement différentes. Ces colonies sont choisies apres test de
catalase et coloration de Gram (catalase™ et Gram" pour les bactéries lactiques) et repiquées
sur les milieux d’isolement. L’incubation est réalisée a 30°C et 37°C pendant 24 a 48 h (en
conditions d’anaérobie pour les lactobacilles). L’opération est renouvelée jusqu'a I'obtention
d'une culture pure dont la pureté est estimée par observation microscopique apres coloration

de Gram (HELENI et al, 2006).
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Iml Iml
—~ NN
\ 107" 102 10*3}
|
Fromage frai (camelin) 9 ml d’eau physiologique
Ensemencement
Gélose M17

[ Incubation a 30° et 37° pendant 24h -48h

[ Lecture des résultats ] >
[ Purification et conservation J
[ Identification ] D

Figure 09 : Etapes d’isolement des bactéries lactiques.
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1.2.3.2. Conservation des isolats

La conservation a court terme des souches pures est effectuée sur milieu M17. Apres
croissance a la température optimale, les cultures sont maintenues a 4°C. (BADIS et al.,

2005 ;BRAHIMI, 2015).
1.2.3.3. Pré-identification des bactéries lactiques

La pré-identification des souches purifiées est établie pour les bactéries lactiques en
se basant sur des caracteres morphologiques et biochimiques (forme, coloration de Gram,

catalase, croissance a différentes température, sensibilité au NaCl (LAIRINI ez al, 2011).

a. Critére morphologique Cette étude est basée sur 1’observation macroscopique et

microscopique

+ Examen macroscopique : Il consiste a étudier la forme, l'aspect, le contour, la
surface, la couleur des colonies sur les milieux M17 Apres 1’incubation pendant 2
jours a 30°C.

+ Etude microscopique: Cet examen repose sur une observation au microscope
(grossissement X100) optique aprés coloration de Gram.

+ Coloration de Gram : Elle permet de distinguer deux types de bactéries, les
bactéries Gram négatifs (G-) et les bactéries Gram positives (G+). (LARPENT,
1990).

b. Criteres physiologiques et biochimiques

= Test de catalase : Pour mettre en évidence cette enzyme, une partie de la colonie
suspecte est diluée dans une goutte d’eau oxygénée sur une lame stérile. Le
dégagement de bulles de gaz indique la présence de la catalase (BRAHIMI, 2015)

= Effet de NaCl et pH : L’habilité a croitre sur milieu M17 et en présence de NaCl a
différentes concentrations et a différentes valeurs de pH a été observé pendant 2 a 3
jours d’incubation. Les isolats des genres ont été testés comme suit
Streptococcus, et Lactobacillus & 2% et 4% de NaCl et pH 4.5 et 6.5, Pediococcus a
2%, 3%, 4% et 6.5% de NaCl et pH 4.2, 4.8, 7.0 et 8.0. (BADIS et al., 2005 ;
SENBAGAM et al., 2013).
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Température de croissance : Ce test est important car il permet de distinguer les
bactéries lactiques mésophiles des bactéries thermophiles. Aprés inoculation en
milieux liquides (bouillon MRS et M17) avec une culture pure d’organismes a tester,
les tubes sont incubés 07 a 10 jours a 10°C et a 15°C et 24 4 48 h a 45°C. Au bout de
ce délai, la croissance est appréciée par examen des milieux : présence de trouble.
BOULLOUF, 2016).

Fermentation du lactose: Nous avons préparé et le milieu M17 par
I’addition d’un indicateur de coloration : Bromo-crésol-pourpre lactose (BCPL) en
solution stérile au bouillon MRS et le bouillon M17. Ces milieux sont utilisés comme
milieux de culture de base pour la réalisation du test de fermentation du lactose. En
parallele, nous avons des pré- cultures de 18 h des souches lactiques dans des tubes
de bouillon MRS ou M17 approprié. Ces tubes sont centrifugés a 8 000 tours / min
pendant 15 min. Apres, nous avons récupéré le culot en ajoutant 2ml de M17 BCPL
et en le recouvrant par I’huile de paraffine, puis I’incubation a 37°C pendant 24
heures. Résultat positif se traduit par la formation d’acide qui se manifeste par le
virage de couleur de violet vers le jaune (TABAK & BENSOLTANE, 2011).
Galerie Api 10S: API 10S est un systéme standardisé pour I’identification des
Enterobacteriaceae et autres bacilles & Gram négatif non fastidieux, comprenant 11
tests biochimiques miniaturisés, ainsi qu'une base de données. La liste compleéte des
bactéries qu'il est possible d'identifier avec ce systéme est présente dans le Tableau

d'Identification en fin de notice ( BIOMERIEUX, 2006).

La galerie API 10 S comporte 10 micro tubes contenant des substrats déshydratés. Les

micro tubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Les

réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés

spontanés ou révélés par I'addition de réactifs. La lecture de ces réactions se fait a 1'aide du

Tableau de Lecture et I'identification est obtenue en consultant la liste des profils de la notice

ou a l'aide d'un logiciel d'identification (BIOMERIEUX, 2006).

3.4. Extraction et études de I'effet d'extraits végétaux sur les aptitudes technologiques

de bactéries lactiques

Les feuilles (séches) des deux especes de plantes (Thymus vulgaris L. et Olea

europaea L.) ont été collectées aléatoirement en mois de Février 2022 de la région Guemar

et Ourmas , relevant de la wilaya d’el oued . L’identification botanique des deux espéces a
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¢été réalisée par Dr HILLIS Yousef; Enseignant-chercheur au Centre de recherche sur les

zones arides et semi-arides (CRSTRA) a Touggourt.

Les feuilles ont été nettoyées, lavées avec de 1’eau du robinet et séchées pendant 2/3

semaines a I’ombre. Elles ont été ensuite pesées, broyées grossiérement et récupérées dans

des sacs propres.

Figure 10 : Thymus vulgaris L . (original, 2022) Figure 11 : Olea europaea L . (original,
2022)
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Reécolte de la matiére vegétale

Solution
aqueux/éthanol

—————

__________________

Figure 12: Protocole expérimental d’extraction
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1.2.4.1. Etude phytochimique des extraits (Olea europaea L. et Thymus vulgaris L.)

L’un des buts essentiels d’un test phytochimique consiste dans la détection des différentes
familles de métabolites secondaires existant dans la partie étudiée de la plante par des
réactions qualitatives de caractérisation. Ces réactions sont basées sur des phénoménes de
précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de composés ainsi

que des examens en lumiére ultraviolette (HAGERMAN et al., 2000).

a.Polyphénols

La réaction avec le trichlorure de fer (FeCl3) a permis de caractériser les polyphénols. A 2
ml de I'extrait aqueux, nous avons ajouté une goutte de solution alcoolique de trichlorure de
fer a 2 %. L'apparition d'une couleur bleu-noiratre ou verte plus ou moins foncée était le

signe de la présence de polyphénols (N'GUESSAN et al., 2009).
b. Flavonoides

La présence des flavonoides est mise en évidence par un test simple et rapide appelé
« réaction de Shinoda » (SOULAMA et al., 2014). A 5 ml d'extrait aqueux ajouter 5 ml
d'alcool chlorhydrique (4 ml et OH et 1 ml d'acide chlorhydrique concentré), environ 0,5 g
de copeaux de magnésium, un aspect rosé, orangé¢ ou violet se produit en présence de

flavonols, flavones, flavonones) (TELILI, 2015).
¢. Alcaloides

Pour chaque extrait on réalise la procédure suivante : on ajoute 5 ml d’HCI 1% a 1ml
de chaque extrait, le tout est chauffé au bain marie, puis on divise chaque extrait en deux
volumes égaux. Un volume est traité par le réactif de Mayer, 1’autre par le réactif de Wagner.
La formation d’un précipité blanc ou brun révele la présence des alcaloides (MAJOB et al.,

2003).
d. Terpénoides (Test de SLAKOWSKI)

5 ml de I’extrait sont ajoutés a 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide sulfurique
concentré. Le test positif est indiqué par 'apparition de deux phases et un anneau marron-

rouge (KHAN et al., 2011 ; TLILI, 2015).
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e. Saponines

Dans un tube a essai, introduire 10 ml de l'extrait a analyser, agiter pendant 15
secondes et laisser reposer le mélange pendant 15 minutes. L'apparition de mousse

persistante indique la présence de saponosides (FETTAH, 2019).
f. Quinones libres

Quelques gouttes d'hydroxyde de sodium (1% NaOH) sont ajoutées a 5 ml d'extrait.
Une coloration jaune, rouge ou violette indique la présence de quinones libres (TLILI,

2015).
g. Anthraquinones

Un volume de 5 ml d'Ammonium hydroxyde 10% (NH4OH) est mélangé avec 10 ml
d'extrait en maintenant l'agitation. La couleur violette indique la présence d'anthraquinones

(TLILI, 2015).
h. Glycosides cardiaques

Deux ml de chloroforme est ajouté a 1 ml de I’extrait, I’apparition d’une coloration
brun-rougeatre apres 1’ajout de H2SO4 indique la présence des glycosides cardiaques (EL-

HAOUD et al.,2018) .
i. Sucres réducteurs

1 ml de liqueur de Fehling est ajout¢ a 5 ml d'extrait et les tubes contenant les
mélanges sont chauffés au bain-marie a 40°C. Un test positif est indiqué par l'apparition

d'une couleur rouge brique (FETTAH, 2019).

1.2.4.2. Extraction des composants phénoliques

Dans notre étude les composés phénoliques et flavonoides ont été extraits a partir des

feuilles (Thymus Vulgaris .L / Olea Europaea.L ) par macération.
a. Macération (aqueux — hydroalcoolique )

L'extraction des composés phénoliques a été réalisée selon la méthode décrite par
SULTANA et al (2009). Les échantillons de la poudre séchée des feuilles (thymus vulgaris

L. — olea europaea L.) (10g) ont été mélangés avec une solution aux solvants aqueux (eau
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distillé , éthanol ou méthanol) (100 ml) (solvant : eau, 80 :20 v / v) pendant 24h a

température ambiante.

Les extraits aux solvants aqueux de les plante ont été séparés des composants solides
par filtration sur papier filtre Whatman grade 1, puis concentré et débarrassé des solvants
sous vide en utilisant un évaporateur rotatif . Les procédures d'extraction ont été répéter trois
fois. Les extraits bruts ont été séchés, conditionnés et conservés au froid (- 4°C) jusqu'a leurs

utilisations ultérieures ( KHELIFI, 2022).

Le rendement d’extraction est calculé par la formule donnée par FALLEH et al

(2008):
R (%) =100 Mext/Méch

Ou : R est le rendement en %; Mext est la masse de I’extrait apres évaporation du solvant

en mg et Méch est la masse séche de I’échantillon végétal en mg.

Les phénols totaux sont dosés par la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu avec
spectrophotométrie UV-visible. Le protocole du dosage des phénols totaux consiste a
mélanger 0,5 ml d’échantillon avec 2,5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu (dilu¢ 10 fois).
Apres 8 min a T® ambiante, 2 ml d’une solution de Na2CO3 (75 g L-1) est ajouté. Le mélange
est incubé pendant 2h. Aprés refroidissement, une lecture de la densité optique a 760 nm est

effectuée (SKERGET et al., 2005).

Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions
opératoires en utilisant 1’acide gallique a des concentrations de 0 ; 0,2 ; 0,4 ;0,6 ; 0,8 et 1

mg /ml. (DEWANTO et al., 2002).

1.2.4.3. Etude de quelques aptitudes technologiques des bactéries lactiques isolées

Aprés la sélection des certains souches, on a test¢ le pouvoir acidifiant
protéolytique, lipolytique des souches de bactéries lactiques confirmées, en présence ( extrait
aqueux- hydroalcoolique) pour les deux especes ( thymus vulgarisL. / olea europaea L). On
a choisi les concentrations suivantes ( 10, 20 mg) pour chaque extrait ( aqueux - hydro

alcoolique ) dilué dans 1 ml d'eau distillé , stériliser dans 1’autoclave avant I’utilisé.
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a. Pouvoir acidifiant

La mesure de ’activité acidifiante consiste a suivre d’une part 1’évolution du pH des
différentes cultures en fonction du temps et d’autre part a doser simultanément I’acidité

totale par la soude.

On commence par la préparation de lait écrémé a 10% dans des flacons de capacité 250mL.
Apres stérilisation et refroidissement a la température d’ensemencement, chaque flacon est

ensemenceé par une culture lactique (V/100V) + 1ml extrait( aqueux— alcoolique 10, 20mg ).

Apres incubation a 37°C, a un intervalle du temps 0 h, 3 h et 24 h; 10 mL du lait est
prélevé puis titrer par la soude Dornic (N/9) en présence de 5 gouttes de phénolphtaléine,
jusqu’au virage de la couleur au rose pale persistant au moins 10 secondes (LARPENT,

1997). L’acidité est déterminée par la formule : Acidité (°D) =V NaOH x 10
Ou:

V NaOH: Volume de NaOH utilisé pour titrer 1’acide lactique contenu dans les 10 mL de
lait. La mesure de pH est faite directement par le pH-metre, en plongeant 1’¢lectrode dans le
volume du lait. Le pH a été déterminé a chaque fois qu’on procede au dosage de I’acide

lactique.
b. Activité protéolytique

Cette propriété est importante pour la fabrication du produit laitier surtout pour la
fabrication de fromage et notamment la texture et la saveur typique du fromage et par

conséquent sur les caractéristiques de produit final.

Ce test est réalisé sur milieu Plate Count Agar (PCA) additionnée de lait écrémé a
10% + 1ml extrait ( aqueux— alcoolique 10, 20 mg ). On ensemence Syl d’une culture jeune
de chaque souche en touche a la surface du milieu solide et a des distances égales les unes
des autres. On laisse les souches sécher et on incube les boites a 30°C pendant 24h a 48h

(THAPA et al., 2006).

L’effet protéolytique est traduit par ’apparition des halos clairs autour des colonies
bactériennes. Les halos les plus larges indiquent que les souches ont une activité

protéolytique plus importante.

c. Activité lipolytique
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La lipolyse est mise en évidence sur gélose additionné de 1% de Tween 80 (source
lipidique artificielle) +1ml extrait ( aqueux— alcoolique 10, 20 mg ). Cette dernicre a été
coulée et solidifiée. les souches a tester sont ensemencée simultanément en touche a la
surface du milieu de culture a I’aide d’une anse. Aprés une incubation a 30 °C pendant 48

heures, la lipolyse est révélée par une zone d’éclaircissement autour des touches

(GUIRAUD,2003).
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I1.1. Fabrication du fromage frais a partir du lait camelin

Dans la présente étude, nous avons fabriqué le fromage frais a partir de lait camelin ;
la figure 13 représente son aspect. Notre fromage frai obtenu a une texture homogéne comme
le fromage a tartiner, n'a pas d'odeur et se caractérise par un gotit peu amer, selon (LUQUET,
1990) les fromages frais a structure homogene a extrait sec plus élever et texture tartinable

comme les petits suisses. Ils peuvent étre additionnés de sucre, de sel, de fruits, d’épices ou

herbes.

Figure 13 : photo représentative de fromage frais ( Photo originale, 2022)

I1.2 Isolement et pré- identification des bactéries lactiques

Les souches, cultivées sur milieu M17 a 37°C d’incubation, retenues dans notre travail,

sont signifié par (S1,S2,S3 ,S4).
I1.2.1. Observation macroscopique

La caractérisation macroscopique, permet de décrire I’aspect des colonies obtenues
sur milieu M17 a pH 7,2 aprés 24h d’incubation a 37°C et de déterminer les critéres relatifs

aux colonies des bactéries lactiques (taille, pigmentation, contour, aspect, viscosité)
(ANABEIEN FLOZER et al., 2006).
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Un total de 4 isolats ont été retenues et purifiées sur milieu gélose M17 , les isolats
sont apparus de petite taille, de forme circulaire ou a contour régulier et de couleur blanchatre

ou grisatres créme (figure 14, Tableau 08).

Figure 14 : Aspect macroscopique des souches isolées ( Photo originale, 2022).

Ce qui est conforme aux résultats trouvés par ( MEBREK ,2019) sur les bactéries
isolées du lait de chamelle I’examen macroscopique des colonies obtenues sur gélose MRS
ou M17 arévélé qu’elles sont de petite taille, de forme circulaire ou, a contour régulier et de

couleur blanchétre.
I1.2.2. Observation microscopique

La coloration de Gram permet de différencier les bactéries selon leur Gram en
bactéries Gram positif et d’autres Gram négatif et selon leur morphologie cellulaire en
batonnets ou coques et selon leur mode de regroupement ou d’association (JOFFIN ET

LEYRAL, 1996).

L’analyse microscopique a montré que tous les isolats étaient Gram positif et catalase

négative, deux propriétés qui comptent parmi les caractéristiques des bactéries lactiques.

Selon ( IZERGHOUF et HABHOUB, 2021), les résultats des observations
microscopiques aux grossissements (G : x 100) avec I’huile a immersion, apres coloration
de Gram ont montré que les colonies des souches cultivées présentent des cellules a Gram

positif, en forme de cocobacilles isolées, groupées en paires, et en chaine.
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Figure 15 : Observation microscopique aprés coloration de GRAM en grossissement

x100 ( Photo originale, 2022).

Tableau 08 : Caractéres morphologiques des bactéries lactiques

Colonies blanches rondes ou Coques en paire ou en chaine,
lenticulaires
S1 Gram + 37
S2 Colonies blanches rondes ou Coques en paire ou en chaine, 37
lenticulaires
Gram +
S3 Colonies Lisses arrondies, Coques en paire ou en chaine, 37
griséatres ou blanchétres Gram +
Colonies rondes de couleur Coques groupées en tétrades
blanche
S4 . Gram + 37
créme
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Comme il est mentionné dans le tableau 08, ces observations permettent de classer
initialement les isolats selon le Gram, leurs morphologies cellulaires et leur mode

d’association (JOFFIN ET LEYRAL, 1996).
I1.2.3. Tests physiologiques et biochimiques des isolats

En plus de ces tests basés sur la morphologie des bactéries, nous avons utilisé¢ des
tests physiologiques et biochimiques pour déterminer le genre de nos isolats. Les résultats

des tests physiologiques et biochimiques sont résumés dans le tableau 09.

Tableau 09 : Critéres biochimiques et physiologiques des bactéries lactiques

ONPG ) Q) ©) )
GLU ) ) ) )
ARA ) ) ) )
LDC ) ) ) )
OoDC ) ) ) )
CIT () () ) )
H2S ) ) ) )
URE ) () () )
TDA ) ) ) )
IND ) ) ) )
T° 5° ) ) ) )
T° 40 () () ) ()

CATALASE ) ) ©) Q)
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BCPL D/C (4 (+) (+) (+)
siIC (D) Q) () (+)

PH 42 (+H) (D) (+D) (++)
4,8 (++) (+++) (++) ()

8 (+) (+++) (+++) ()

NACL 2% (+++) (+++) (+++) ()
4% (++) (+++) () ()
6%  (+++)  (+) (++) (++)

+ : réaction positive ; - réaction négative

Les résultats des tests précédents montrent que toutes les souches se
caractérisent par I’absence de catalase et sont toutes capables de croitre a pH différent et en
présence de Nacl. De méme, on note la présence du citrate chez les souches 1 et 2, et le test

de I'urée est positive pour les souches 2 et 3.

A la lumicre des résultats relatifs a I'observation macroscopique, microscopique
et aux test physiologiques, les souches étudiées peuvent étre probablement répertorier aux

especes suivantes:
Souche 01 : Lactococcus lactis
Souche 02 : Lactococcus lactis
Souche 03 : Pediococcus acidilactici

Souche 04 : Streptococcus thermophilus
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I1.3. Etude phytochimique des extraits (Olea europaea L. et Thymus vulgaris L.)

Pour les plantes utilisées, nous avons fait un screening phytochimique , le calcul

rendement de I'extraction , ainsi que le dosage des polyphenols totaux.

I1.3.1. Screening chimique

Les tests phytochimiques effectués sur 1’extrait aqueux des feuilles de la plante Olea
europaea L. et Thymus vulgaris .L ont permis de détecter les différentes classes de composés
existant. Les tests de coloration et de précipitation ont été les principales voies
d’identification de ces substances. Les résultats de ces tests chimiques des extraits aqueux

sont regroupés dans le tableau 10

Tableau 10 :Tests phytochimiques de la partie aérienne de (Olea europaea L , Thymus

vulgaris L) (+) : Présence, (-) : Absence

Polyphénols + +
Flavonoides + +
Alcaloides - -
Terpénoides - +
Saponines + +
Quinones libres + +
Anthraquinones + -
Glycosides cardiaques + -
Sucres réducteurs + +

D’apres les résultats obtenus, nous remarquons :
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+ Olea europaea L: la présence des polyphénols , flavonoides , saponines , quinones libres
, anthraquinones , glucosides cardiaques et sucres réducteurs tandis que 1’absence

d’alcaloides et terpénes . Les méme résultats O obtenus par (HIMOUR et al.,2016).

+ Thymus vulgaris L: elle contient des polyphénols , flavonoides, terpenoides ,
saponine , quinones libres et les sucres réducteurs nous remarquons aussi 1’absence des
alcaloides , anthraquinones et glycosides cardiaques, nos résultats sont comparable a ceux

trouvés par (HARAGUCHI et al., 1996; ISMAILI et al., 2001 ; TAMERT, 2016).
11.3.2. Le rendement des extraits

L’extraction a été effectuée par deux solvants : I’eau et 1’éthanol, ce qui a permet
I’obtention de deux extraits ; aqueux (EA) et hydroalcoolique (EHA). Le rendement est
exprimé en pourcentage de masse d’extrait par rapport a la masse de la plante seche. Les

résultats sont illustrés dans le tableau 11.

Tableau 11 : Résultats de rendement (Olea europaea .L/ Thymus Vulgaris .L)

Aqueux hydroalcoolique
Olea E. L 31.3% 44.7%
Thymus v. L 16.3% 26.4%

On a remarqué que les rendements des extraits hydroalcooliques pour (olea. E et
thymus. V) sont les plus ¢élevés. Il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la

bibliographie de maniére générale.

Selon BOUKERIKA et al., (2019) e¢ BENAHMED et al., (2016), les rendements

des extraits aqueux pour (olea. E et thymus .V) sont plus élevés que nos résultats.

En effet, le rendement n’est pas relatif ; il dépend de la méthode et des conditions
dans lesquelles 1’extraction a été effectuée. D’autre part, la méthode d’extraction affecte

¢galement le contenu total en phénol et flavonoides (LEE, K. et al, 2003).
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I1.3.3. Dosage des polyphénols totaux

L’étude quantitative des extraits plantes utilisées au moyen des dosages
spectrophotométriques, avait pour objectif la détermination de la teneur totale de
polyphénols. Une courbe d’étalonnage (figure 16), a été tracée pour cet objective, et
réalisée avec ’acide gallique a différentes concentration. Des mesures de densité optique
pour chaque extrait se sont réalisées a 760 nm. Les quantités des polyphénols
correspondantes ont été rapportées en mg équivalent d'acide gallique par gramme de 1’extrait
(mg EAG/g) , sont déterminées par une équation de la régression linéaire de la courbe

d’étalonnage tracée de 1’acide gallique de type : y = a x+b (WONG et al., 2006).

Gallic Acid y = 3.9602x + 0.0341

5 s R2=0.9974
E
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Figure 16 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

Les valeurs obtenues pour les teneurs en phénols sont résumées dans tableau 12.

Tableau 12 : Résultats de la teneur totale en phénols (mg EAG/g d’extrait)

Phénols totaux (mg EAG/g d’extrait) 1.68 1.44
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Les résultats obtenus montrent que notre extrait est faible en polyphénols.

v" Les feuilles d’ Olea .E : nos résultats est de 1.68 mg EAG/g et sont Similaire aux
résultats obtenu par CHEURFA et al, (2018) qui montrent que l'extrait aqueux
d'Olea europaea L. présente un taux de 1.40 mg EAG/g en phénols totaux.

Par rapport a d'autre variété algérienne, DEBIB et al., (2016) a montré que l'extrait
aqueux de feuilles d'olivier Chemlali a un contenu phénolique d’ordre de 10.5 mg EAG/g

de matiere séche.

v’ Les feuilles d’Thymus. V : Les résultats de dosage montrent qu'elle contient des
niveaux plus faible de polyphénols (1.44 mg EAG/g) et non résultats sont tres faibles
au ceux obtenus par ( YAKHLEF et al.,2011) , a savoir un teneur en polyphénol de
67,63mg EAG/g.

La quantité¢ des composés phénoliques des extraits de plantes varie d'une herbe a
l'autre dans différentes régions du monde. Cette différence peut étre expliquée par de
nombreux facteurs tels que les origines génétiques, l'effet climatique environnemental
(saison de croissance courte, température chaude, sécheresse, forte exposition solaire), la
composition du sol et le type de solvant utilisé a travers le protocole d'extraction. Il apparait
donc que la teneur en phénols a montré des variations notables avec la croissance des plantes

(ZAIRI et al., 2018 ; EDZIRI et al., 2019).

I1.4. Etude de l'effet du supplément en extraits des plantes sur le aptitudes

technologiques des souches lactiques

Les bactéries lactiques sont traditionnellement utilisées comme levains "naturelles"
ou "sélectionnées" dans la fabrication des fromages et la fermentation des produits laitiers a
cause de leurs fonctions de préservation et leur contribution aux propriétés organoleptiques

(GULAHMADOY et al., 2006).
11.4.1. Pouvoir acidifiant

Le suivi de ’activité acidifiante des souches étudiées a été réalisé sur le milieu lait

écréme stérilisé. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 17 .
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La plupart des producteurs fermiers insulaires utilisent la flore lactique naturelle pour
provoquer l'acidification nécessaire a I'égouttage du caillé et a sa protection contre le
développement de germes de contamination. Cette pratique présente l'avantage de faire
travailler une flore variée qui peut étre représentative de la fromagerie, ce qui contribue a

fournir au fromage un gout caractéristique (CASALTA et al., 1995).

La fonction acidifiante constitue donc la propriété métabolique la plus recherchée
des bactéries lactiques utilisées dans les industries agro-alimentaires car elle est considérée

comme un critére primordial de sélection des souches a intérét.

La coagulation du lait par les bactéries lactiques peut étre provoqué soit par la
transformation progressive du lactose du lait en acide lactique qui provoque 1'abaissement
du pH et la coagulation du lait ; soit par un systéme enzymatique ou enzymes protéolytiques

qui ont la propriété de coaguler le lait.
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Figure 17 :

Effet des extraits des plantes sur pH et de I’acidité Dornic de la souche

Lactococcus lactis en fonction du temps

EA :extrait aqueux ; EH : extrait hydroalcooliques ;D1 : 10mg ; D2 :20mg ; TM : témoin
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Figure 18 : Effet des extraits des plantes sur pH et de I’acidité Dornic de la souche

Pediococcus acidilactici en fonction du temps

EA :extrait aqueux ; EH : extrait hydroalcooliques ;D1 : 10mg ; D2 :20mg ; TM : témoin

D’apres ces résultats, nous remarquons que la totalit¢ des bactéries lactiques

identifiées présentent une production progressive en acide lactique. Cette dernicre est

accompagnée d'un abaissement du pH du milieu.

Pour le témoin ( cas d’absence des extraits plantes ) , lactococcus lactis au cours de

l'incubation (0 a 24 h) a 37°C, les valeurs de pH ont diminué de 6,94 a 6,65, parallelement a

I'évolution de l'acidité de 10° a 26°.
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La souche Pediococcus acidilactici montre également une diminution du pH qui

atteint apres la méme période d'incubation de 6,65 a 6,42 et une acidité de 5° a 7°.

Ces résultats sont en accord avec de nombreuses études et rejoignent ceux de (ZADI-
KARAM, 1998 ; MANNU et al., 2000 ; ALONSO-CALLEJA et al., 2002 ; IDOUI et al.,
2009)

Dans le cas I’ajout de 1'extrait d'Olea E (aqueux 10 mg/20 mg - hydroalcoolique 10
mg/20 mg). Pendant la période de 0 h a 24 h, la souche /actococcus lactis a présenté une

activité acidifiante lent a moyenne par rapport au témoin.

Pediococcus acidilactici était semblé plus acidifiante en produisant des quantités
variables d'acide lactique. La résultat de l'extrait hydroalcoolique a 10mg a montré que cette

derniére souche produit une valeur ¢élevée d’acide lactique de 45°d aprés 24 h .

Dans le cas I’ajout de 1'extrait thymus V (aqueux 10mg /20 mg - hydroalcoolique 10
mg/20 mg) Lactococcus lactis , Pediococcus acidilactici possedent une activité acidifiante
trés lentes apreés 24h d’incubation par rapport au témoin , sauf le cas de l'extrait aqueux a
10mg la souche a montré un pouvoir acidifiant important avec une concentration d’acide

lactique de 42°d et un ph de 5.7 aprées une incubation a 37°c pendant 24 h.

L’activité acidifiante pour les deux souches lactiques apres 3h d’incubation en présence

des extraits plantes est optimal.
11.4.2. Pouvoir protéolytique :

Les systémes protéolytiques des bactéries lactiques sont importants, en tant que
moyen qui rendent la protéine et le peptide disponibles pour la croissance et essentiellement,
en tant qu'élément de traitement dans les procédés de maturation qui donnent aux aliments
leurs propriétés rhéologiques et caractéristiques organoleptiques (LAW et KOLSTAD,
1983).

Aprées incubation, I’activité protéolytique c’est manifesté par I’apparition d’un halo
clair autour des colonies ensemencées en surface des géloses. Les résultats obtenus lors de

la réalisation de ce test sont résumés dans la figure 19 et 20
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Figure 19 : Effet des extraits des plantes sur I'activité protéolytique des souches

Lactococcus Lactis et Pediococcus acidilactici
EA :extrait aqueux ; EH : extrait hydroalcooliques ;D1 : 10g ; D2 :20g ; TM : témoin

Les résultats montrent que les deux souches lactiques (témoin : absence d’extrait
plante) ont une activité protéolytique forte , avec une moyenne de 25mm. Le cas de présence
des extraits de thymus et d'olea E ( aqueux 10mg /20mg — hydroalcoolique 10mg/20mg),
on a remarqué pour la souche lactoccocus lactis ; 1’apparition des halos presque similaire
en diametre donc une activité protéolytique moyenne par rapport au témoin et 1’absence

totale des halos chez les extraits hydroalcooliques d1,d2.

De méme, on note la présence des halos a faible diamétre de 9mm en cas de l'extrait
EH d1 ;EA d2, dans le cas de la souche Pediococcus acidilactici et leur absence en cas de
l'extrait EAD1 de thymus . Par contre 1’activité protéolytique est faible pour cette souche en

présence d’extrait olea E.
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Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par IDOUI et KARAM, (2008), qui
ont trouvé que les bactéries lactiques, isolées a partir du beurre de vache traditionnel de la
région de Jijel et du beurre de chévre, présentent un caractére protéolytique. Ce caractére est
essentiel pour les bactéries lactiques pour leur croissance dans le lait ainsi que pour le

développement des propriétés organoleptiques des différents produits laitiers.

Figure 20 : Résultat positif du test de I'activité protéolytique des souches Lactococcus

Lactis et Pediococcus acidilactici

11.4.3. Pouvoir lipolytique

STADHOUDERS ET MULDER (1958), ont observé que certaines souches de
microcoques ont hydrolysé la matiére grasse du lait en créme dans les conditions du
laboratoire, mais n'ont pas hydrolysé la graisse de fromage. Cependant, d'autres auteurs ont

rapporté que l'utilisation des souches choisies de microcoques améliore la saveur du fromage

(REITER et al., 1967; SCHLEIFER ET KLOOS, 1975).

Notre résultat montre que les deux souches étudiée n’ont pas une activité lipolytique
c’est a dire ’absence des halos en présence et en 'absence des extraits plantes. Selon

(CROW et al., 1994, SAHNOUNI, 2013), les lactocoques possedent une faible activité
lipolytique.
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Les travaux de FERNANDEZ et al., (2000), ont montré que I’activité est éradique
n'était pas nécessaire a la croissance des bactéries lactiques ni dans un milieu synthétique, ni

dans du lait écrémé ou entier.

Figure 21 : Résultat négatif du test de 1'activité lipolytique des souches Lactococcus

Lactis et Pediococcus acidilactici
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Conclusion

La présente étude a été conduite dans le but de connaitre I’effet des extrait végétaux
sur ’amélioration des propriétés technologiques de la population lactiques présente dans le

fromage traditionnel. A I'issu de notre travail nous avons trouvé que :

les analyses physicochimiques des échantillons, Les deux souches utilisées dans cette
¢tude ont été isolées, purifiées et identifiées sont (lactococcus lactis , pediococcus
acidilactici ). la présence des polyphénols , flavonoides , saponines , quinones libres ,
glucosides cardiaques et sucres réducteurs dans les parties aériennes des deux plantes (
thymus vulgaris.1 / olea europaea.l). Les résultats de 'estimation des composés phénoliques
ont montré que les deux extraits sont faible en polyphénol totaux de (1.68 mg EAG/g, 1.44
mg EAG /g).

D’apres les résultats de 1’étude des aptitudes technologiques, nous avons pu déduire
que, l'incorporation des extraits des deux plantes Thymus vulgaris L. et Olea europaea L.
a différente doses a améliorée moyennement le pouvoir acidifiant des bactérie

Lactococcus lactis et Pediococcus acidilactici.

Nos résultats révelent que la souche Lactococcus lactis a une capacité d'acidification
¢levée en présence d'extrait aqueux de thym (10 mg) a 42D° avec un pH bas de 5,7 apres
24 h d'incubation. Egalement chez Pediococcus acidolactici, 1'ajout de l'extrait
hydroalcoolique d'Olea. E a 10 mg a augmenté l'acidité¢ jusqu'a 45D° aprés 24 heures

d'incubation.

Le pouvoir protéolytique s'est traduit par I'apparition d’un halo clair sur milieu m17
additionné de lait écrémé, est moyen pour les deux souches en présence de 1’extrait thym

(10mg aqueux — 20mg hydroalcoolique)

A partir de cette étude, on a permis d’avoir une idée sur la nature de la flore lactique
présente dans le fromage traditionnel camelin, et on conclure que I’addition des extraits

plantes peuvent améliorer quelques aptitudes technologiques des bactéries lactiques isolées.
Ces observations ouvrent des perspectives futures:

e Identification moléculaire est trés essentielle pour mieux identifier les isolats.
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e FEtude de la stabilit¢ des molécules dans les conditions industrielles : pH,
température.....etc. Ainsi que I’optimisation du rendement de productivité des

souches sélectionnées.

e [Etude in vitro des autres souches lactiques possédent une bonne aptitude en présence

des extraits plantes.
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