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Résumé
La présente étude vise a sélectionner des solmttagues isolées a partir de trois types
des laits (caprin, bovin et camelin) et douées @’aativité antimicrobienne contre quelques
souches pathogenes.

Les échantillons du lait analysée présentemiHiri6.22 ,6.48, 6.29) , densité ( 26. 35. 27),
l'acidité (11.53,15.27,8.48) , avec un compositmachimique de (35.24 , 38.13 , 40.6)
lactose et (27.77 , 26.65 , 21.5) de caséines.

L’analyse de ces types du lait quils sordvient de la région ARAIR d’EI-Oued a
permis d’isoler des six souches de bactériegjaesi pour faire I'analyse de notre étude.

On note gue les six souches ayant une actinti®actérienne variante de tres faible a forte
vis —a —vis les souches Eoli, Staphylococcus aureust Streptococcus spt candida La
mesure des diametres d'inhibition révele des di@sejui se varient de 1 a 14 mm.

Généralement, Cette activité ce varie d'upe tu lait a I'autre, pour le lait camelin on
enregistre une activité de tres faible a faibkaivisk. coli, Pseudomonas at un peut fort
chez S2 vis-a viStaphylococcus at Candida

Concernant le lait bovin enregistre une atgiwes faible vis-a-vi&. colipar contre une
activité faible avec Pseudomonas a, at Candida Alors que le lait caprin présente une
activité tres faible contrg&. coli. Faible contré®seudomonas at une activité forte vis-a-vis
Staphylococcua etCandida

Mots clés :lait, souche, Bactéries lactiques, Bactéries ggthes, Antagonisme.



Abstract

The present study aim to select a lactic straithich isolated from three kinds of milk (goat,

cattle, Camlin ) and gifted with antimicrobial atty against some pathogenic strains .

The strains analysed of milks present a pH2(6.28,6 .29) density (26, 35 ,27) acidity
(11.53,15.27,8.48) with a biochimic composition.@b, 38.13 , 40.6) of lactose and (27.77 ,
26.65 , 21.5) of casein.

The analyses of these three kinds of milk witiemes from ARAIR region .The led to the
isolation of 6 strains of lactic acid bacteria éar study analysis.

According to results we note that the 6 straiage an antimicrobial activities varies from
low to strong against a pathogenic isolated bac{&ficoli, Staphylococcus aurewet
Streptococcus aeruginosetcandidg. The measurement diameters of inhibition reveals

diameters between 1-14 mm.

Generally , this activity varies from kind oflknto other .for a camels milk we note a very
low activity againstE. coli, Pseudomonasand so strong for S2 agaii&aphylococcuset
Candida

Concerning Caws milk we find a very low actyégainstE. coli .on the other hand low
activity againsPseudomona®t Candida. whilehe goats milk have got a very low activity
againstE. coli low activity againsPseudomonasnd strong activity againStaphylococcus
etCandida

Keywords: milk, strains, lactic bacteria ,pathogenic baatekntagonism .
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INTRODUCTION

Le lait est un produit indispensable a I'équiilole I'alimentation humaine. Il contient
de nombreux nutriments qui fortifient notre orgamés: protéines, glucides, lipides, sels
minéraux, vitamines et oligo-éléments. Le lait digt tous temps un symbole de fertilité, de
richesse et d’abondance. Il représente un mili@logique fortement altérable par voie
microbienne en raison de sa forte teneur en eagpdeH voisin de la neutralité et de sa
richesse en composants biodégradables (lactogéjmas et lipides)(Huyghebaert, 2006).

Le lait cru représente une source de nouvelleghas des bactéries lactiques
(Poisson, 2000).pouvant présenté des potentiafgémentaire intéressant les industries
alimentaires et pharmaceutique.

Les bactéries lactiques sont largemenisééks dans I'industrie alimentaire, en tant
que starters dans les procédeés de fermentationgd@fiépondre aux exigences croissantes des
consommateurs en produits alimentaires moins $ratt&xempts de conservateurs chimiques.
Leur apports bénéfiques consistent a I'amélioratieria qualité des produits fermentés en y
développant certaines caractéristiques organoleggigsans altérer le golt ni I'odeur, et en
augmentant leur durée de conservation. Cette madgmn est conférée par la production de
plusieurs métabolites ayant une activité antimi@obe tels que les acides organiques, le
peroxyde d’hydrogene, le dioxyde de carbone, |&érme, le diacétyl et les bactériocines.

( Benguella, 2014).

On reconnait depuis longtemps, aux bactériesglees, la propriété de produire des
substances antibactériennes leur permettant déwdogper préférentiellement dans divers
écosystemes. L’activité antagoniste des bactéiegjlies est due aux métabolites excrétés :
I'acide lactique et autre acides organiques, patexyhydrogene, Le dioxyde de carbone, Le
diacétyl, La reutérine et les bactériocines (LEVE&l., 1991).

Ce travail décrit lisolement, purificationidentification et ['étude de [l'activité
antimicrobienne des souches des bactéries lastigok a partir des laits crus : de vache, de
chamelles et de chevres, collectés dans la réglah-DUED. Ce document se compose
comme suit :

Partie |: Généralités sur le lait, leur composition et uilisn et sur les bactéries lactique,
leur classification et I'intérét.
Partie I1: Présentation des principaux matériels et méthotlksts et des résultats obtenus,

ainsi leur discussion.
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Synthese bibliographique Chapitre I: le lait

l. Le lait
.1 Définition :

Le lait a été défini en 1908, au cours du CGesdnternational de la Répression des
Fraudes a Genéve comme étant : « Le produit iftélgrda traite totale et ininterrompue
d’'une femelle laitiere bien portante, bien nouetenon surmenée. Le lait doit étre recueilli
proprement et ne doit pas contenir de colostrumai$A1975).

Le Codex Alimentarius en 199% définit comme étant la sécrétion mammaire noemal
d’animaux de traite obtenue a partir d'une ou @uss traites, sans rien y ajouter ou en
soustraire, destiné a la consommation comme ¢pitde ou a un traitement ultérieure.

Selon Deforges et al. en 1999, le lait cruwestait non chauffé au-dela de 40°C ni soumis a
un traitement non thermique d’effet équivalentanament du point de vue de la réduction de
la concentration en micro-organismes.

[.2 Présentation générale :

Le lait est un substrat tres riche fournissafhomme et aux jeunes animaux naissants, un
aliment presque complet. Protides, glucides, Ipidels minéraux et vitamines sont présents
a des concentration tout a fait satisfaisantes |goamissance et la multiplication cellulaire. (
larpentet al., 1997).

- Le lait : c’est un produit naturel sécrété par les mamnsfere la fois aliment et
boisson, il est donc d’'un grand intérét nutritionne

- Les laits transformés: ils résultent de traitement technologiques déstia prolonger
leur conservation (exemples : lait stérilise, passe, en poudre ...).

- Les laits modifiés :ils ont subis des modifications de texture, dactre (exemples :
yaourt, dessert lacté frais...).

- Les fromages ils regroupent les fromages frais (exemples : &genblanc, petit suisse)
et les fromages affinés (exemples : camembert,efoqy comté).

Ce groupe est donc indispensable du fastotleapport en protéines animales (comparable
a celles du groupe viande, poissons, ceufs), eiunakinsi qu’en vitamines,D et B.

[.3 Les Principaux Constituants :

.3.1 L'eau
Est I'élément quantitativement le plus importa®00 a 910 g par litre. En elle est dispersés
tous les autres constituants du lait, tous ceua deatiere séche.

1.3.2 Les glucides

Le sucre principal du lait est le lactose ; tasssi le composé prépondérant de la matiere

séche totale. Sa teneur s’éléve en moyenne a 30dgreaC’est un disaccharide constitué par



Synthese bibliographique Chapitre I: le lait

de I'an ou B glucose uni a d galactose, ce qui est a l'origine de la préserc@ thctoses
(Luquet, 1985)

aGlu+pGal —____, alac hydraté : GH,0:1+ H:0.

B Glu +o Gal ——— P Lac anhydre : & Hx2041.

Le lactose est fermentescible par de nombreicxo-organismes et il est a l'origine de
plusieurs types de fermentations pouvant interveams la fabrication de produits laitiers.

* Fermentation lactique : Due aux bactéries lactiques naturelles ou agsufferments

lactiques)qui utilise le lactose en le transformamacide lactique.

* Fermentation propionique : Due aux bactéries propioniques qui transforment
lactose en acide propionique et en acide acétigsigonsables de la flaveur des fromages a
pate cuite et en gaz carbonique induisant I'ouvede ces fromages (Luquet, 1985).

* Fermentation butyrique : Par des bactéries du genre Clostridium quisetilt I'acide
lactique déja produit en le transformant en aciagrique.

* Fermentation alcoolique: Due a des levures qui hydrolysent le lactosglecose et

galactose et qui transforment ensuite le glucossaol éthylique
1.3.3 Les lipides

Les matieres grasses du lait se compose prieaigat de triglycéride, de phospholipide et
d’une fraction insaponifiable constituée en grapdgie de cholestérol et e— caroténe. Le
( tableau 1) indique les proportions des différamusstituants de la fraction lipidique du lait
(Grappin., 1999).
Tableau 01 Composition lipidiques du lait (Grappin., 1999).

Constituants Proportions de lipides du lait
(%)
Triglycérides 98
Phospholipides 01
Fraction insaponifiable 01

[.3.4 Les protéines

Elles constituent avec les sels la partie la parapiexe du lait. Leur importandent
a plusieurs raisons : quatrieme groupe des sulestapar son abondance apres l'eau, le
lactose et les matieres grasses (MATHIEU, 1998)di3ingue deux grands groupes des
protéines dans le lait : les caséines et les preséfPOUGHEON al., 2001), les caséines
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ont une teneur de 27 g/l ; elles se répartissaug forme micellaire de phospho-caséinate de

calcium et elles sont facilement dégradées paesgutotéolytique.

* Les protéines solubles du lactosérum se réparisentre (LUQUET, 1985):
* Les albumines f Lactoglobuline : 3 g
Lactalbumine : §,2
Sérum albumine4 @
* Les globulines : Immunoglobulines : 0,7 g
Lacto-transferrine0,3 g
* Les enzymes : Lipase, protéase, phosphalaaéne,
Xanthine-oxydasettgeroxydase
La majeure partie des protéines du laitredgtirellement synthétisée dans les cellules
sécrétoires de la glande mammaire. Cependant restgproviennent des plasmocytes
spécialisés, d’autres du sang (RIBADEALAI., 1989).

1.3.5 Sels et Minéraux

Les minéraux sont présents, soit en soludemms la fraction soluble, soit sous forme lieée
dans la fraction insoluble Certains minéraux sevent exclusivement a [|'état dissous sous
forme d'ions (sodium, potassium et chlore) et gamticulierement biodisponibles. Les ions
calcium, phosphore, magnésium et soufre existams tés deux fractions

Le lait apporte également des oligo-élémantétat de traces: Zinc (3,5 .10-1g/l) ; lode 2
a 10 .10-5¢g/I cuivre. Par contre, il est carencéeerf0.3 .10-3g/l) ; il contient peu de sodium
(0.5g/l) (Bruléet al., 2008).

Tableau 02Composition minéral du lait (Veisseyre, 1975)

Constituants Teneurs moyennes g/l
Potassium 1.5
Calcium 1.25
Sodium 0.5
Magnésium 0.13
Chlore 1.0
Phosphore totale 0.95
Acide citrique 1.75
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[.3.6 Les vitamines :

Les vitamines sont des substances biologiquenmelispensables a la vie puisqu’elles
participent comme cofacteurs dans les réactiongneaizques et dans les échanges a I'échelle
des membranes cellulaires. L’'organisme humain rpastcapable de les synthétiser. On les
retrouve en tres petite quantité dans les alimdmgslait figure parmi les aliments qui
contiennent la plus grande variété de vitaminestetdois, les teneurs sont souvent assez
faibles (Juillarcet al., 1996).

Tableau 03 ‘Teneur moyenne des principales vitamines du lait.

Vitamines Teneur moyenne
Vitamine liposolubles :
Vitamine A (+ caroténes) 40pg/200ml
Vitamine D 2,4pg/100ml
Vitamine E 100pg/100ml
Vitamine K 5ug/200ml
Vitamines hydrosolubles :
Vitamine C (acide ascorbique) 2mg/100ml
Vitamine B1 (thiamine) 45ug/100ml
Vitamine B2 (riboflavine) 175p9/100ml
Vitamine B6 (pyridoxine) 50ug/100ml
Vitamine B12 (cyano-cobalamine) 0,45u9/100ml
Niacine et nia-cinamide 90ug/100ml
Acide pantothénique 350p9/100ml
Acide folique 5,5ug/200ml
Vitamine H (biotine) 3,5ug/200ml

I.4 Caractéristiques organoleptiques et physico-chiques du lait :

I.4.1 Caractéristiques organoleptiques :
La caractéristique organoleptique présente aliédres sur la qualité de lait analysée la

couleur, gout et l'odeur.
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Tableau 04 Caractéristiques organoleptiques du lait (JacqL@3g).

Caractére normal Caractére anormal
Couleur Blanc mat Gris jaunatre : Lait de mammite
Bleu, jaune ...

Blanc jaunatre : Lait riche en creme Lait coloré par des substanges

chimigues ou des pigments

bactériens

Odeur Odeur faible Odeur de putréfaction, de maisi,
de rance ...

Saveur Saveur agréable Saveur salée : Lait de mammite

Gout amer : Lait tres pollué par

des bactéries

Consistance Homogéne Grumeleuse : mammite
Visqueuse ou coagulée : Pollutipn
bactérienne

1.4.1.1 Couleur :

Le lait est un liquide blanc mat, opaque a eales micelles de caséinates, ou parfois
bleuté ou jaunatres du fait du beta caroténe ola diectoflavine contenue dans la matiere
grasse (Jacques, 1998).
1.4.1.2 Odeur:

Elle est toujours faible et variable en fonetbe I'alimentation de la femelle productrice.
Le lait n’as pas d’odeur propre, il s’en chargeiléwent au contact de récipients mal
odorants, mal lavés. C’est surtout la matiére grass réalise fortement ces fixations. Lors de
I'acidification du lait. L'odeur devient aigrelettsous l'influence de la formation d’acide
lactique (chetoune, 1982).
1.4.1.3 Saveur:

La saveur normale d’'un bon lait est agréabléggrement sucre, ce qui est
principalement due a la présence de matiere grisssayeur du lait se compose de son gout

et de son odeur (Horola, 2002).
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1.4.1.4 Viscosité :
Elle est fonction de I'espéce, on distingue :

* Un lait visqueux chez les monogastriques (jotménesse, carnivores et femme). On parie
du lait albumineux.

* Un lait moins visqueux chez les herbivorest(e brebis plus visqueux que celui de la
vache). Le lait est dit caséineux (Alais, 1984).
[.4.2 Caractéristiques physico-chimiques :
1.4.2.1 Densité :

Le poids d’'une substance par unité de la volastela masse volumique ; tandis que la
densité est le rapport de la masse volumique agke de I'eau. Etant donné que la masse
volumique de toute substance varie avec la tempeérat

La densité du lait a 15°C est en moyenne 1(Q328-1.035). Elle est la résultante de la
densité de chacun des constituants du lait et @lasgiée que la matiere grasse est le seul
constituant qui possede une densité inferieur @eignola, 2002).

1.4.2.2 Acidité :

Normalement I'acidité du lait est proche dendautralité (PH=7,0). Il est |égerement acide
et son pH varie normalement de 6,6 a 6,8. Cependlaisque le lait n'est pas refroidi
rapidement a 4°C apres la traite, les bactérigmlses y croissent rapidement.

Ces bactéries produisent I'acide lactique dmiimue le pH (augmente l'acidité) du lait.
Lorsque l'acidité est suffisamment forte a tempéetambiante (un pH inférieur a 4,7)
caséine du lait coagule. Si la température estd@ige, la coagulation de la caséine du lait
se produit en présence de moins d’acide (un pH@we). (Wattiaux, 1997).

.4.2.3 Le pH:

Le pH renseigne précisément sur I'état de lfiic du lait. S’il y a une action des bactéries
lactiques, une partie du lactose du lait sera diégraen acide lactique, ce qui entraine une
augmentation de la concentration du lait en iordrdryium (H30+) et donc une diminution
du pH, car : pH=log 1/ [H30+] A la différence avé&xidité titrable qui elle mesure tous les
ions H+ disponibles dans le milieu, dissociés on (axidité naturelle +acidité développée),
reflétant ainsi les composés acides du lait. (QEXC2011).

[.5 Laits de consommation

Le terme "Laits de consommation” désigne |éfedintes catégories du laits vendus a I'état
liquide. Ces laits sont présentés obligatoiremenemballages fermés jusqu’a la remise au
consommateur (CNERNA 1981). Les laits de consotimma&e caractérisent notamment par
le traitement thermique qui leur est appliqué pleur conservation, et le taux de matiere
grasse(FAVIER J, 1987).
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En fonction de ces divers traitements, les ldé consommation trouvés actuellement sont
classés selon le :
[.5.1 Traitement thermique appliqué:
[.5.1.1 Lait cru : Définit comme le lait produit par la sécrétiom th glande mammaire
d'animaux d'élevage et non chauffé a plus de 40n?tGoumis a un traitement d'effet
équivalent. Ce lait n'a donc subi aucun traitemamire que la réfrigération mécanique
immédiate apres la traite a la ferme.
[.5.1.2 Lait pasteurisé :Sont obtenu par un traitement mettant en ceuvretemeérature
élevée pendant un court laps de temps (au moin€ pehdant quinze secondes ou toute
combinaison équivalente) ou par un procédé de y@shtion utilisant des combinaisons
différentes de temps et de température pour obtemieffet équivalent .immédiatement
refroidi apres pasteurisation pour étre ramenés tkesmeilleurs délais, a une température ne

dépassant pas 6°C .

1.5.1.3. Lait stérilisé : Est réservée au lait préalablement conditionnés da emballage
hermétique, puis chauffé pendant 15 a 20 minuteseatempérature de 115-120°C afin de
détruire tous les germes susceptibles de s’y dppelo Le lait est ensuite rapidement refroidi.
Il se conserve a température ambiante, tant gubdibage n'a pas été ouvé€MERIGAUD,
2009)

[.5.1.4. Lait stérilisé UHT : Le procédé dit d'ultra haute température estedgaht un
procédé de longue conservation qui permet d'éqoleteemps de chauffage : les qualités
gustatives du lait sont mieux préservées qu’avestdalisation simple. Il s'agit de porter
rapidement le lait a la température de 135°C minimpendant 2 & 4 secondes, puis de le
conditionner dans une ambiance stérile. Le lait idlt étre entier, demi-écrémé ou écrémeé.
On le trouve dans le commerce sous le nom « lailise UHT ». Il se conserve a

température ambiante, tant que I'emballage n'&igasuvert.
[.5.2. Taux de matiére grasse :

[.5.2.1 Le lait entier: Est un lait traité thermiquement qui, en ce@pncerne sa teneur en

matiere grasse, répond a I'une des formules s@sant

* Lait entier normalisé : Un lait dont la teneur en matiere grasse s'éle¥®@ % m/m au
minimum. Toutefois, les Etats membres peuvent préwte catégorie supplémentaire de lait

entier dont la teneur en matiere grasse est supérdel égale a 4,00 % (m/m).
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* Lait entier non normalisé : Un lait dont la teneur en matiére grasse n'agpasnodifiée
depuis le stade de la traite, ni par adjonctiopr@evement de matiéres grasses du lait, ni par
mélange avec du lait dont la teneur naturelle etieneagrasse a été modifiée. Toutefois, la
teneur en matiére grasse ne peut étre inférie8r88% (m/m)(MERIGAUD, 2009)

1.6 Différentes types des laits :

Le lait est produit par les ruminants qui tfansient les protéines végétales en protéines
animales. Le lait est sécrété par les glandes manesrdes femelles de plus de quelques 4000
especes de mammiferes. Sa composition varie |égétediune espece de mammifere a
l'autre.

1.6.1 Le lait de chévre (Caprin):

En Algérie, I'élevage caprin vient en secondsitipn (14%) apres le lait des ovins (26%).
Il se trouve concentré essentiellement dans leeszda montagnes, des hauts plateaux et des
régions arides. il est caractérisé par son adaptaux conditions climatiques du pays et
contribue a la formation du revenu et a la couvertie besoins en lait et viande d'une large
couche de la population dans la plupart des zoifésilds (montagnes, hauts plateaux et
régions arides) (Badis,2004) .

Le lait de chevre est blanc mat, due a I'absendg-clroténe .contrairement au lait de vache,
il a une odeur assez neutre. Parfois en fin datiact, il a une odeur de caprin, apres stockage

au froid il acquit une saveur caractéristique (Geaud,1985).

Sa composition chimique varie selon l'espéceditiom d'environnement, et stade de
lactation ( Kihal etl,1999).

[.6.2 Le lait de vache (Bovin):

En Algérie, I'élevage des troupeaux laitiers en égah est le bovin en particulier est
caractérisé par sa faible contribution aux bes@nsprotéines animales exprimés par la
population cet élevage est cantonné dans le nord du payisreprésente 53% des effectifs,
par contre il ne représente que 24,5% et 22,5% ldamggions centre et oust

Le lait de vache est un liqguide opaque de caoubdanche,plus au moins jaunatre selon la
teneur de la matiére grasse en béta carotene avsarsest douce et son odeur faible
(Lamontagne edl, 2002).
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[.6.3 le lait de chamelle (Camelin):

En Algérie le nombre de téte des chamelles lait&r augmentation chaque année, d’un total
de 150960 téte en 2013. La production laitiere diamest estimée a 43725 litres en 2013
(Anonyme, 2013).

Le lait camelin est un liquide blanc mat en gaisnotamment de la structure et de la
composition de sa matiere grasse, relativementrpaerv B-caroténe, légerement visqueux. Il
a un gout assez doux, légérement sucré, avec uragioe, parfois méme salé (Abdel-Rahim,
1987) .

11
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Il. Les bactéries lactiques
1.1 Généralité

Les bactéries lactiques sont utilisé depuis dedénaires dans l'alimentation humaine
(Penaud, 2006). La découverte de leur actioneslait fut probablement accidentelle mais
leur utilisation fut perpétuée sous forme de lesagimple récupération d'une partie du milieu
de fermentation. La fermentation confere aux alitmeme saveur et une texture particuliere.
Permet de mieux les conserver et apporte aussimgtiénéfices nutritionnels et de santé.ces
développement de l'industrie de transformationpamiculier de l'industrie laitiere, a conduit
a la production de ferments industriels capablsesdiger a la fois la qualité et la constance du
produit.

Malgré leur importance économique, les bactéiagiques n'‘ont pas toujours recgu
I'attention nécessaire ni de la part des microbistes ni de celle des industriels.(Novel,
1993).

1.2 Définition

Les bactéries lactiqgues sont définies comme dégdelivantes, procaryotes, hétérotrophes
et chimio-organotrophes (De Roissart, 19&8)es forment un groupe hétérogene composé
de coques et de bacilles, dont la principale cérestique est la production d’'acide lactique a
partir de la fermentation des sucres (Badial, 2005 ).

Les bactéries lactiques regroupent les bactaresdoration de Gram positif. Généralement,
immobiles sporulées et micro-aérophiles. Elles ogspdent ni catalase, ni nitrate-réductase,
ni cytochrome-oxydase.

L'un des problémes dans lindustrie alimentairait @a contamination par les germes
pathogene, qui sont fréquents a cause des malpdiédes par les aliments. Pendant la
décennie passée, manifestations récurrentes dehébarliee a la résistance normale des
agents causatifs, contribuée a son statut commeeriOrouaultet al,2001).

11.3 Classification des bactéries lactiques

La classification phénotypique des bactér@stiques est largement basée sur la
morphologie, le mode de fermentation de glucoserdassance a différentes températures, la
capacité de croissance a de hautes concentratoseld6.5%, 18%), la tolérance aux pH
acides, alcalins et a I'éthanol, la configuratienldcide lactique produit a partir de glucose,

I'hydrolyse de I'arginine, la formation d’acéie..... etc.
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Les marqueurs chimio-taxonomiques comme la coitiposen acides gras et les
constituants de la paroi cellulaire peuvent aussidiles dans la classification.

Les genres les plus étudiés sontactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Leudmags
Enterococcus et Pediococc{BBrouaultet al, 2001) .

Actuellement le groupe des bactéries lactiqess@es aux aliments renferme les 12 genres
suivantes : Carnobacterium Enterococcus Lactobacillus Lactococcus Leuconostoc
Oenococcus Pediococcus Streptococcus TetragenococcysVagococcuset Weissella et
Bifidobacterium.

Figure 01: Lactobacilluset Leuconostombservé au microscope électronique a transmission
(VIGNOL2002).

[1.4 Caractéristiques générales des bactéries laqties

La premiere définition des bactéries lactiqugk)( basée sur la capacité des bactéries de
fermenter et de coaguler le lait, englobait lesfawhes et bactéries lactiques. En 1901,
BEIJERINCK observe que les lactobacilles sont des bactér@sn positif, ce qui séparera
définitivement les bactéries lactiques (a Gramtgpsies bactéries coliformes (STILES al,
1997). Ce sont des bactéries anaérobies faculiatisles ont des exigences nutritionnelles
complexes pour les acides aminés, les peptidegjtimines, les sels, les acides gras et les
glucides fermentescibles (DELLAGLI€xal., 1994; HO THI, 2009).

Les bactéries lactiquesont trouvées dans diverses niches écologiguegjede lait, ainsi
que certaines nourritures, la bouche, les régioastrgrintestinales et urogénitales des
humains et des animaux (LOPEZ-DIAZ al, 2000 NAVARRO et al, 200Q EL SHAFEI et
al., 2000 et MATHARAet al, 2004).

I1.5 Les voies fermentaires des bactéries lactiques
[1.5.1 Définition :
La fermentation est un processus produisant dergga par oxydation des composeés

organiques, principalement des glucides, ou un eand’électron, NADH cede ses électrons
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a un &cepteur endogéne, le pyruvatans la respiration les électrons sont donnés
accepteur exogéene, lI'oxygene pour la respirationlaé et le nitrate ou le sulfate pou
respiration anaérobiéPrescol et al, 2003)
[1.5.2 Voies desfermentaires générales du métabolisme carbor

Les bactéries lactiques utilisent principalemeniné des deux voies majeures
métabolisme des sucrgfigure 02) Il s’agit des voies homdermentaires (Embd«
Meyerhoff- Parnas, EMF et hétérofermentaire (voie des pentgskssphate). Ainsi, le
bactéries lactiques sont divis en deux groupes principaux despeces homo

hétérofermentaires selon la natet la concentration des produits terminaux issus ¢
fermentation du glucose.

Glucose
ATP
ADP )
Glucose-6-P NAD- NADH & H
_./,\'-._
{r" -‘n\'
Fructose-6-P Gluconate-6-P
ATP 1 NAD-
e a' co, . MADH + He
Fructose-1,6-P R"“"UITE'E"P
Ado ase/‘\ ) Xylulose-5P
_,.r"’ //K_ Transcétolase
Glycéraldehyde-3-P +—— Dihydroxyactone-P  Glycéraldéhyde-3-P Acétyl-P
INAD- A p MAD- CoA
:I--+2h.ﬂ.JH:,— -\g MADH 2 He : p
2 (1,3-Diphosphoglycérate) 1,3-Diphosphoglycérate Acetyl-Cod
ADP aoe NADH # He
ATF oy ate Eoi AL
2 (3-Phosphoglycérate) - s Acétaldéhyde
3-Phosphoglycerate NADH = He
: NAD+
2 (2-Phosphoglycérate) 2_Phosphoglycérate Ethanal
2HO “o
2 Phosphoénolpyruvate F'hoﬂoénolpymvate
2AD8 ADP
:A'F‘u ‘.AF
2 Pyruvate Pyruvate
TH+ + INADH MADH + He
maze : MAD-
2 Lactate Lactate
Homofermentation Hétérofermentation

Figure 02: Représentation schématique des principales voiésrohentation des hexos
chez le bactéries lactiques (Makhloufi, 2012).

ATP : adénosine triphosphat&DP : adénosine diphosphatdAD+/ NADH, H+ : Couple oxydant/réducte
du nicotinamide adénine dinucléoti Pi : phosphate inorganique
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[1.5.3 Voie homofermentaire

Les bactéries lactiques homofermentaires conmgren les espéces de lactocoques,
pédiocoques, ainsi que certains lactobacilles eGetie conduit dans des conditions optimales
de croissance a la production de deux moléculelaaate et deux molécules d’ATP par
molécule de glucose consommée (Thompsbal, 1994). Des sucres autres que le glucose
peuvent également étre fermentés via cette voienosaccharides, disaccharides, hexitols.
Ces micro-organismes présentent un meétabolismeymie homolactique lorsque le lactate
représente plus de 90 % des produits de fermentddians certaines conditions de croissance
(certains sucres, limitation carbone.), le métamod de ces bactéries se diversifie vers un
métabolisme mixte avec production en plus du lactde formiate, de CO2, d'acétate et
d’éthanol (Cocaign-Bousquet al., 1996).
La fructose-1,6-bisphosphate aldolase (FBA), es enzyme clé présente chez toutes les
especes homofermentaires et indispensable audonetinent de la voie EMP. Cette enzyme
catalyse la réaction menant a partir du fructo$ebisphosphate (FBP) a deux molécules a 3
carbones, le dihydroxyacétone-phosphate (DHAR) ghicéraldéhyde-3-phosphate (GAP).
[1.5.4 Voie hétérofermentaire

Les bactéries lactiques qui fermentent le gdecen produisant, en plus de l'acide lactique
(moins de 1,8 moles par mole de glucose), de Baegtde I'éthanol et du CO2 sont dites
hétérofermentaires (Thompsenal ., 1994). Les groupes principaux des bactérieseptant
ce type de métabolisme sont les leuconostocs wtinetactobacilles.
Ces microorganismes sont dépourvus d'une FBA, dumose-phosphate isomérase (TPI)
ainsi que d’'un systéme PTS fonctionnel. Dans ceslitions, le glucose est accumulé par
I'intermédiaire d'un transport actif puis subit upkosphorylation intracellulaire par le biais
d’'une glucokinase (GLK) ATP-dépendante. Le glucégsiosphate emprunte ensuite la
partie oxydative de la voie des pentoses-phospiateonduit a la formation de xylulose-5-
phosphate. Le xylulose-5-phosphate est scindé étylgshosphate et glycéraldéhyde-3-
phosphate par la D-xylulose-5-phosphate phosphlaséto enzyme spécifique a la voie
hétérofermentaire. Enfin, I'acétyl-phosphate estventi en éthanol ou en acétate, et le GAP
qui rejoint la glycolyse est métabolisé en acidéidaie. Le métabolisme hétérofermentaire est
deux fois moins énergétique que le métabolisme emmentaire puisqu’'une mole de
glucose conduit a la production d’'une mole de tactdéthanol, de CO2 et d’'un seul ATP.
[1.6 Les propriétés antimicrobiennes des bactériemctiques

On reconnait depuis longtemps, aux bactériesglaes, la propriété de produire des

substances antibactériennes leur permettant déwsdogper préférentiellement dans divers
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ecosystemes. L’activité antagoniste des bactéaeglies est due aux meétabolites excrétes :
I'acide lactique et autre acides organiques, patexyhydrogene, Le dioxyde de carbone, Le
diacétyl, La reutérine et les bactériocines (LEVE&LAL, 1991 ; KLAENHAMMER et al,
1994 ;De VUYST et al,, 2007.
[1.6.1 Les acides organiques

Il est excrété par les bactéries lactiques assudamuix importantes fonctions
antimicrobiennes. Sous leur forme indissociée, titssersent passivement la membrane
cytoplasmique et pour de fortes concentrations idés; le milieu intracellulaire peut
s’acidifier a un point tel que les fonctions celingés sont inhibées et le potentiel membranaire
annulé (KASET, 1987 ; KLAENHAMMERet al, 1994).
11.6.2 Le peroxyde d’hydrogéne (H20)

En présence d’oxygene, les bactéries lagsicgont capables de produire du peroxyde
d’hydrogéne par l'action des oxydases, de flavagnes et du super oxyde dismutase.
Comme les bactéries lactiqgues ne produisent paatdéase a cause de lI'absence d’une source
héme, cela permet I'accumulation du peroxyde d'bgdne, mais pas dans des quantités
significatives, parce qu’il est quand méme déecorgas des peroxydases et pseudocatalases.
Son effet bactéricide a été attribué a son poumoydant (SALMINENet al. 1998). En effet,
JUVEN et PIERSON (1996) ont démontrés son effevtoxique sur la cellule bactérienne
qui génére des especes hautement toxiques, tekee gadical hydroxyle qui est a la base de
I'oxydation des biomolécules (TAYLOR, 2005). De plcertaines réactions produisanthl
font disparaitre I'oxygene, créant un environnenaraéerobie non favorable a certains micro-
organismes (SALMINEMet al.1998).

Le peroxyde d’hydrogéne confere aux bactériesdaes un avantage de compétition
puisqu’il a été demontré qu’elles sont moins sdasifue d’autres bactéries a ses effets, mais
I'effet inhibiteur du peroxyde d’hydrogene resten@é@lement faible (ADAMSt al, 2008).
Le peroxyde d’hydrogéne est une substance de pedser utilisée depuis longtempsur le
lait cru, dans des conditions ou il peut étre diiéi de refroidir le lait rapidement. La
concentration de H202 requise est de 300 a 800(@wihZANI, 2007).
[1.6.3 Le dioxyde de carbone

Le dioxyde de carbone est produit principaleimgrar les bactéries lactiques
hétérofermentaires. Il peut jouer un réle en dré@arenvironnement anaérobie qui inhibe les
décarboxylations enzymatiques, et l'accumulatiorC@2 dans la bicouche lipidique de la
membrane peuvent provoquer un dysfonctionnemenkadeerméabilité (AMMOREet al,

2006). Le CO2 peut effectivement inhiber la craregades micro-organismes colonisant des
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nombreux produits alimentaires, notamment des basté@sychrotrophes Gram-négatives
(Farber, 1991).
[1.6.4 Le diacétyl
Il est produit par des souches He. Lactisub sp.lactisbiovar. Diacetylactis par la

fermentation du citrate (LINDGREBH al, 1990 ; COGANet al., 1993). Il est responsable de
l'lardbme et de la saveur du beurre et de quelquéesayroduits laitiers fermentés.
(EARNSHAW, 1992).

Les concentrations nécessaires a I'obtertione inhibition sont de I'ordre de 100 ppm,
et sont supérieures a celles présentes dans leelesusceptibles de provoquer son arome (2
a7 ppm) (CAPLICEet al, 1999)
[1.6.5 Reutérine

AXELSSON et al, (1989) ont mis en évidence I'action inhibitriceirte substance

produite par_actobacillus reuteri Cette substance (reutérine) a été purifiee ettiitke. La
reutérine (ou 3-hydroxypropionaldehyde) est unestuize antimicrobienne qui est produite
comme métabolite intermédiaire pendant la fermemtatinaérobique du glycérol. La
reutérine a un large spectre d’activité. Elle a aogon contre les procaryotes (Gram-positif
ou Gram-négatif), les eucaryotes, les virus, lesrgiignons et les protozoaires. Elle interfére
avec la réplication de I'ADN. Elle a des applicasoaussi bien dans le domaine médical que
dans le domaine alimentaire (VOLLENWEIDER, 2p04
11.6.6 Les bactériocines

La détection de la premiére bactériocine mema 1925 par ANDRE GRATIA qui a
observé que la croissance des certaines sowuldassherichia colia été inhibée en présence
d'un composé antibactérien, dont il a donné le mmmcolicin V. La découverte d'une
bactériocine chez les lactocoques remonte a 1938ete époque, WHITEHEAD (1933)
avait observé dans un lot du lait spécifique quprésence de deux souches de lactocoques
inhibait la croissance d'un ferment de culture fagare. En 1953, Jacal al. proposeérent le
terme général « Bactériocine ». Les bactériocin#éérent de la plupart des antibiotiques
thérapeutiques par leur composition protéique ets@dent généralement une spécificité
d'action étroite contre les mémes espéeces (TAEBG@Il. 1976. Différentes définitions des
bactériocines ont été données au cours du temgen@ant, la définition qui reste la plus
largement acceptée est celle de KLAENHAMMER (198@) définit les bactériocines
comme des protéines, ou complexes de protéines, @ave activité bactéricide contre des
especes proches de la souche productrice. Lesribatiés représentent une large classe de

substances antagonistes qui varient considérabtemienpoint de vue de leur poids
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moléculaire, de leur propriété biochimique, de Ispectre d’action et de leur mode d’action
(KLAENHAMMER, 1988). Toutes les bactériocines prada par des bactéries lactiques
décrites jusqu’a présent ont une activité dirigéetre les bactéries Gram-positive. Aucune
bactériocine produite par des bactéries lactigwes ane activité contre des bactéries Gram-
négatif n'a été décrite. En effet, la membrane reeteles bactéries Gram-négatif ne permet
pas aux bactériocines d’atteindre la membranenaiesiége de leur activit€SALMINEN et
al. 1998).
[1.7 Intérét des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques jouent un réle importamt cgi soit dans I'industrie alimentaire ou
dans le domaine thérapeutique.
[1.7.1 Dans lindustrie alimentaire : les bactéries lactiques sont impliquées dans la
fermentation et la bio-conservation des différadisients. Elles sont aussi utilisées pour la
production du yaourt, des fromages et des laitndates (Yateeret al, 2008). Le vin, les
poissons, les viandes, les charcuteries, le palavain entre autres sont aussi des produits de
fermentation par des bactéries lactiques (Batlial, 2005). L'utilisation de ces dernieres a
pour but I'amélioration des caractéristiques ordgpiques des produits fermentés et
'augmentation de leur durée de conservation samisisation des conservateurs chimiques
grace aux substances antimicrobiennes qu’elleetemtr(Dortuet al, 2009). Les souches
utilisées en industrie alimentaire doivent répondrecertains criteres : absence de
pathogenicité ou activité toxique, capacité d’'aoréli les caractéristiques organoleptiques,
capacité de dominance, facilité de culture et deservation, et maintenance des propriétés
désirables durant le stockage(Maettel., 2001).
[1.7.2 Dans le domaine thérapeutique :étant des probiotiques, les bactéries lactiques
apportent des bénéfices a I'hdte en conférant ahenbe de la microflore intestinale, et en
jouant également un role important dans la matmadiu systeme immunitaire. Différentes
études ont démontrés le role préventif aussi biem apratif de ces bactéries sur plusieurs
types des diarrhées. D’autres ont cité leur céfpadle diminuer les allergies liées aux
aliments grace a leur activité protéolytique. dagasouches sont utilisées sous forme des
suppositoires pour empécher la colonisation durvaggir les bactéries pathogénes et de
prévenir ainsi les rechutes chez les femmes quifreoti d’inflammations fréquentes et

répétées de la vessie (Yateemlet2008).
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[ll. Matériel et méthodes

Ce travail décrit l'isolement, purification, idefitiation et I'étude de l'activité
antimicrobienne des souches des bactéries lastipadé a partir des laits crus et aussi a
monter I'importance des laits et des bactériesidaes du ponit de vue production des
substances inhibitrices des microorganismes pattesge
[11.1 Echantillonnage

Les échantillons du lait cru de chamelle, de chevmde vache sont approvisionnés de
la région de ARAAIR (zone agricole) commune d'ELHEIR Il a été prélevé dans des
conditions d’asepsie dans des flacons stérile480anl. Le lait est conservé a 4 °C au niveau
de laboratoire de l'université.

[11.2 Caractérisation des échantillons du lait

Afin d'avoir une idée sur la qualité physicochineget biochimique des laits collectés,

plusieurs parametres sont a déterminer:
111.2.1 Le pH:

La mesure du pH est effectuée a la méme tempéradéuvaleur est lue directement
sur le pH métre apres immersion de I'électrode décisantillon a analyser. Les mesures sont
précédeées d'une étape d'étalonnage qui consisie ajustement du cadre de lecture du pH a
l'aide d'une solution de pH connue (solution de&éfaton ) (ANONYME 1 ,1980).

[11.2.2 La densité:

La densité du lait est déterminée a l'aide d'unotlensimetre graduée, dans une
éprouvette de 250 ml remplie de I'échantillon aysea, la lecture directe donne la valeur de
la densité (ANONYME 2 ,1986 )

[11.2.3 L'acidité:.

La mesure de l'acidité titrable du lait est réaiselon la méthode normalisée
(ANONYME 1 , 1980).celle-ci consiste en la mesure wiblume de la solution de NaOH
(0.1N) nécessaire a la titration de l'acidité dity len présence de phénolphtaléine comme
indicateur. La valeur de I'acidité du lait est olte par formule suivante:

A=10(VIV") (g/)

A: quantité d'acide lactique en (g/l)
V:volume de la solution de NaOH utilisé (ml)
V':volume de I'échantillon

Pour obtenir I'acidité titrable en degrés DORNIDJ,la valeur de A est multipliée par 10.
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[11.2.4 Dosage des protéines

La teneur en protéine totales a été déterminéépaéthode de lowry. Son principe repose
sur le développement d'une coloration bleu fonaéte s I'addition protéique d'un sel de
cuivre alcalin puis de réactif de folin-ciocalteudoloration résulte de la réaction du cuivre
avec les liaisons peptidique et la réduction deid&a phospho-tungstmolypidique par la
tyrosine, le tryptophane et la cystéine. Les espegduites absorbent la lumiere a 750 nm. Le
dosage des protéines s'effectue a cette longuendad' en utilisant un spectrophotométre
visible. La concentration en protéine de I'échbmtilanalysé est déterminée en se référant a

une courbe d'étalonnage établie en employantlderfene sérique (GUILLOL al., 1986)
[11.2.5 Dosage de lactose:

Le lactose est dosé selon la méthode de Ber{frdd@®NYME 3 ,1993). C'est une méthode
titrimétrique basée sur la réaction a chaud d'ahatien de liqueur de Fehling qui renferme
des ions CB@" (cuivre I1), de couleur bleu en milieu basiquectmud en présence d'une
substance réductrice, la liqueur de Fehling dormereécipité rouge d'oxyde de cuivre Qu
(cuivre 1) (RODIE, 1984)

[11.3 Isolement et culture des bactéries lactiques
Les échantillons des laits sont répartiesubre tstériles a raison de 10 ml par tube. Des
dilutions décimales (Iba 10% du lait sont réalisé dans I'eau physiologiquesgir de 1 ml
de la suspension mére. 1 ml de chaque dilutiorenesemencé dans la masse de la gélose
nutritive puis les boites sont incubées a 37 °Gdatuve.
[11.4 Purification et conservation des souches :
Apres la croissance bactérienne,2 a3 coloniesgélevés et sur les quelles on effectue
une coloration du GRAM et une recherche de lalasga Seul les bactéries a GRAMt
catalase négatif ont été retenues pour chaquetitdra3 a 4 colonies sont prélevées sur les
milieux nutritives et repiquées sur milieu géloséritive Apres la purification, les souches
sont conservées par la méthaide
[11.4.1 Conservation a courte terme:
les souches pures étaient ensemencées dahsdsgle gélose inclinée, aprés l'incubation
les tubes sont placées au réfrigérateur et le katlement des souches se fait toute les 4

semaines.
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Echantillon du lai{ Chamelle, chévre et vache)

v

ldions decimals
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Incubatiorv3C a24-72
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Observation macroscopique l

L Identification‘] <<:§ Purification et Conservation |

Figure (03)Protocole d’isolement des souches lactiques
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[11.5 Description des souches pathogenes :

Pour les tests de l'activité antibactériennesravons utilisés 4 souches bactériennes
pathogenes. Ces bactéries provient de l'univedsitéjaia. Ces souches sof@andida
albicans , Saphylococcus aureus, Pseudomonas et E.Coali.

Tableau 05:Les souches pathogénes utilisées

Observation
Type de souche Forme microscopique Mouvement
E.Coli Bacille Gram - Immobile
Saphylococcus COCCi Gram + Immobile
Pseudomonas sp Bacille Gram - mobile
Candida albican | bourgeonnant / Immobile

[11.6 ldentification des isolats
[11.6.1 Critéres morphologiques:
[11.6.1.1 Caractéristigues macroscopiques
L’examen macroscopique est porté sur I'obsepmathacroscopique qui permet de décrire
I'aspect des colonies bactériennes ( forme, tgilgmentation, couleur ...)
[11.6.1.2 Caractéristiques microscopique:
La coloration de Gram a été utilisée pour @ades bactéries selon leur Gram et leur
morphologie sous microscope optique.
[11.6.2 Critéres physiologique et biochimique
[11.6.2.1 Test de catalasde test de catalase sert a démontrer si la bagi@ssede
I'enzyme catalase servant a décomposer le perogildglrogéne; l'activité catalytique
consiste a prélever une colonie sur gélose nuwgritivdissociée dans une goute d'eau oxygéné
(H20,) a 10 volumes, l'apparition de bulles révélardégagement d'oxygene (Ahmetdal.,
2007).

[11.7 Seélection des souches lactiques antimicrobinnes

[11.7.1.1 Préparation des pré cultures debactéries (pathogenes) :
Les bactéries pathogénes sont repiquées dansoksegéutritive a 37 £1°C pendant 24 h et

Pour la levureCandida albicans aussi.
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[11.7.1.2 Méthode d’inhibition bactérienne en gélse :
Pour étudier l'activité antimicrobienne des souchasméthode de Barfoot et kaenhammer
(1983)a été adoptée avec une légere modification (figre

L'activité antimicrobienne des bactériestitaes est évaluée contre les souches
pathogénes. Les bactéries lactiques sont misesulturec dans le gélose nutritive et les
pathogeénes sont eux aussi initialement cultivéas taurs milieux.

Schématiquement, un spot Beul de la suspension des bactéries lactiques a tester
provenant d'une nuit et déposé dans des puitesMtULLER-HINTON. Puis on prépare la
solution des bactéries pathogenes dans 1 ml de pbgsiologique on met les colonies
pathogenes repiquées sur GN aprés, on diversquargité de suspension sur le gélose qui
contient les puits des bactéries lactiques.

L'incubation se fait a 37°C pendant 48h pour legdr@es et pendant 48 a 72h a 30°C
pour la levure. Une zone claire autour du spothieséries lactiqgues est considérée comme
une inhibition positive et ce traduit par la mesdes diametres. (Samet al.,, 2013;
Fleming etal., 1975).

-

J oL
Suspension
(Bactérie lactique) ‘

Gélose nutritive

Zone d'inhibition \

cultubactérienne

reement

Suspension

(bactérie pathogene)

Incubation a 37C°

Figure ORecherche de substance antimicrobienne
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[11.7.2 Mesure de diameétre des zones d'inhibition

L'effet antibactérien des surnageants des bact@cégue isolées est mis en évidence
par I'apparition d'une zone d'inhibition (zone giautour des puits. La lecture de I'activité
inhibitrice se fait par la mesure du diametre dioition autour des puits (Zi), exprimée en
mm (ALLOUACHE et al., 2010). Une inhibition est considérée positivdesdiametre est
supérieur a 2 mm THOMPSO# al (1984) cité par DOUMANDJEt al (2010). La mesure
du diamétre d’'inhibition (Zi) est effectuée selarférmule suivante:

Zi en (mm) = diameétre de la zone d’inhibition obteme (mm) — diametre de puit.
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IV. Résultats et discussion
IV.1 Analyse organoleptique des échantillons du ia:

Les caractéristiques organoleptiques des édloastides laits sont mentionnées dans le
tableau 06.

Tableau 06:Résultats des analyses organoleptique

chantillon
Lait camelin Lait bovin Lait caprin
Caractéristiques
Couleur Blanc opaque Blanc jaunatre Blanc opaque
Légérement Aucune Légerement
Gout Sale Particularité sucré
Odeur Forte Légere Légere

La couleur blanche du lait camelin est due a I'absence détdlavine responsable de
la couleur blanc-jaunéatre du lait bovin. La présede lap-carotene est responsable de la
couleur jaunatre de la matiere grasse du lait bdvatte vitamine liposoluble, absente dans le
lait camelin est responsable de la couleur blamehéa matiére grasse de ce |MAGIL et
al.,1980 ; EL-AGAMY, 1994 ; WANGOHt al., 1998 ; FARAH, 2004.)Le lait de chévre est
plus blanc que le lait de vache (CHILLIARD, 1997Cette blancheur se répercute sur les
produits laitiers caprins (DUTEURTR&E al , 2005).

le goOtdu lait de chamelle dépendrait de la nature desdges broutés (YAGIlet al.,
1980 ; EL-AGAMY, 1994 ; WANGOHet a., 1998 ) A un gout lIégérement salé que le lait
bovin qui n‘ont aucun gout particulier. Le lait dapa une gout légérement sucré
(DUTEURTRE et al, 2005)ll est caractérisé par une flaveur particulierauetgout plus
relevé que le lait de vacli2ELLER, 2005 ;JOUYANDEHt al., 2010).

V.2 Analyses physico-chimiques

Les résultats de mesure de pH, acidité et densgérdis échantillons qui présentant
les trois types des laits que nous avons obtemis représentés dans le tableau suivante:
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Tableau 07 Résultats physico-chimique des échantillons agalys

le lait
ph Camelin (01) Bovin (02) Caprin(03)
pH 6.29 6.48 6.22
Acidité 18.56 15.27 11.53
Densité a 20°C 1.027 1.035 1.026

IV.2.1 Le Ph:

En observant le tableau ci-dessus nous remarqgaesles deux échantillonglet 3)
possedent presque la méme valeur de pH qui éga9gour I'échantillon 3 (le lait caprin )
et 6.22 pour I'échantillon 1 (lait camelin).alongeq'échantillon 2 ( bovin) possede le valeur
de 6.48.

Le lait camelin serait légerement plus acide tpudait bovin et caprin qui ont des pH
respectifs égaux a 6.48 et 6.29 . ceci peut étra dme forte concentration en acide gras
volatiles (YAGIL, 1985) SIBOUKEUR (2005) a signalé une valeur de pH dudamelin se
situant dans la méme gamme (6,31). Il est connulgyeH du lait camelin est plus bas
comparativement au lait bovin (pH :6,6)(SIBOUKEUR)07). tandis que le lait caprin
presque prés au valeur qui le caractérise de (GH (REMEUFet al , 1989).

VIGNOLA (2002) signale que le pH du lait dépendnpipalement de la présence de
caséines et des anions phosphoriques et citriques.
IV.2.2 L'acidité Dornic :

L’acidité titrable pour les 3 échantillons des différents types ddés lsont presque
différente. I'échantillon 1 enregistre une acidit@rnic égale 18.56°D , alors que I'échantillon
2 possede 15.27°D. par contre le lait caprin estegil1.53°D.I'acidité Dornic du lait bovin
est relativement faible par rapport le lait camelircaprin .

Les valeurs de I'acidité Dornic obtenues dastsecétude pour le lait camelin se situent
dans la fourchette des travaux rapportés par osrtaiiteurs soit 18,2 °D (SIBOUKEUR,
2007), 18 °D KHASKHELIet al. (2005) en Inde. concernant l'acidité du lait Héwe reste
assez stable durant la lactation .elle oscilleeeh@ et 17 d'acide lactique (VEINOGLGH
al, 1982).
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IV.2.3 La Densité :

Les densités mesurées du lait camelin et cagmitt respectivement égaux 1.027 ,1.026.
Elles sont inférieures a celle relevée pour I'éthian du lait bovin (1,035).
Le lait camelin est moins dense (d= 1,027+ 0,00@®) le lait de vache (SBOUI, 2009).
IV.3 Analyse biochimique:
Afin de situer la richesse relative de différentpet du lait , nous avons dosé les principaux
éléments nutritive composante du lait. les résultianalyse est présente dans le tableau

suivante:
Tableau O&Résultats d'analyse biochimique
Parametre Lait camelin Lait bovin Lait caprin
Lactose (g/l) 35.24 38.13 40.6
Caseines (g/l) 27.77 26.65 21.5

La teneur moyenne en lactose du lait camelin dallest égale a 35.24g/l. cette teneur est
inferieur a celle du lait bovin (38.13g/l). Le la@prin est égale 40.6g/l. Ces résultats refletent
une certaine différence dans les teneurs en ladesérois laits comparés. Le lait camelin est
toutefois supérieure a celle rapporté par GORBANZELDIN (1997) avec 25.6 g/l . et plus
faible que celle rapportés par de nombreux autsges/oir GNAN et SHEREHA (1986) avec
56.1g/l .KIHAL et al., (1999) avec (45.1 g/l ) . pour le lait caprin ©&NDIA et al., (2007)
rapporte une valeur moyenne de 43.5¢/l .

Pour le caséine, la teneur en caséines des érentu lait analysés est égale a 27.77g/l
pour le lait camelin. Elle se rapproche de celle c&séines bovines (26.56g/l). La teneur en
caséine camelines enregistrée dans cette étudarelsire a celle enregistrée par KAMOUN
(1994) avec 28.8 g/l par contre, elle semble &gerdement inférieure a celle rapportée par
KIHAL et al.,(1999) sur une étude réalisée en Algérie aves32d, alors que la teneur en
caséine pour le lait caprin REMEUF et LENIOR (198t état d'un plus grand écart avec
21.1 g/l .CHAITTIet al (2006) avec 22.3g/l et MASLE et MORGAN (2001) avdcl g/l .

IV.4 Isolement et culture des souches lactiques :

IV.4.1 Examen macroscopique

Les résultats de I'examen macroscopique estrifuddns le tableau 09.
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Tableau 09: Aspects macroscopiques et milieux d’isolementsesEhes

Origine Type Code de la Milieu Observation
souche d’isolement Macroscopique

S1 GN 37°C Blanche, bombé et petite

Lait camelin S2 GN 37°C Gris, aplatie et grande
S3 GN 37°C Blanche, bombé et petite

Lait bovin S4 GN 37°C Gris, aplatie et petite

EL-OUED

S5 GN 37°C Blanche, bombé et petite

Lait caprin S6 GN 37°C Gris, aplatie et grande

Les cultures obtenues sur des boites de Pétricdizarvées a I'ceil nu pour caractériser

la forme, la taille, 'aspect ainsi que la coulel@s colonies (Badis @l., 2006). L'examen

macroscopique des cultures sur milieux GN montre Igs colonies sont de couleur soit de

gris ou blanchéatre et la plupart d’entre eux posstdne taille petite et grande pour certaines.

Figure 05: Aspect macroscopique sur milieu GN de quelquelseules bacteries lactique

IV.4.2 Examen microscopique :

aprés 48h d'incubation a 37 °C.

Les résultats de cet examerésente que les bactéries « Gram-positif » apgsmai

en violet foncé tandis que les bactéries « Granatifég sont colorées en rose. (Delarras,

2007). Le tableau ci-dessous résume ces résultats
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Tableau 10: Résultats des tests de catalase et colorational® @&t aspect microscopique

des souches

Code Coloration Catalase Forme Regroupement
de Gram
S1 + - Coque Chainette
S2 + - Coque Chainette
S3 + - Coque Chainette
S4 + - Coque Chainette
S5 + - Coque Chainette
S6 + - Coque Chainette

Aprés la coloration de Grarn a passé a I'observation microscopique au (Gx{Gx40)
et (Gx100) avec I'huile & immersion, ou on a puepbsr que les bactéries étaient Gram
positives. Apparaissant généralement sous formesogees avec un mode d’associations
généralement en chainette (figure 6,7) .

Figure 06: Observation microscopique de quelques souchéguasapres la coloration de
Gram (Gx40)

Figure O7Résultats de test de catalase.
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Aprés le test de catalase on trouve que les 6 ssumpres les menées dgO, ne forment
aucune bulle d'ajdonc le test est une catalase négative

IV.4 Résultats de l'activité antimicrobienne

IV.4.1 Antagonisme bactéries lactiques et mioorganismes pathogéenes

La capacité de compétition des bactéries lactigiésulte de leur activité fermentaire
associée a la production des divers composés anbbiens dans le but d'inhiber la
prolifération des microorganismes. Des nombreusalsstances a activité antagoniste

produites par les bactéries lactiques ont régutierg été mises en évidend®odrigueset
al., 2002).

Afin d’évaluer leur potentiel antimicrobiene,dpectre d’activité de ces souches a été élargi
a une gamme des souches des bactéries pathogéneal&trantes a Gram positif et a Gram
négatif (figure 06). La méthode de spots sur gédoét choisie pour cet objectif car c’est une
méthode simple qui permet de tester I'effet deiplus bactéries lactiques a la fois vis-a-vis
d’'une souche indicatrio@olak Berecka etal., 2009).

Zod@nhibition

Figure 08l'effet des bactéries lactiques sur les souchdmpahe
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Tableau 11: Diameétre des zones d'inhibition des souches utisgm

Ech | Lait camelir Lait bovin Lait caprir
S pathogén S1 < S3 S4 SE S6
E.coli 4 3 8 7 5 5
Saphylococcus | 6 7 10 13 5 7
Pseudomonas | 7 10 7 14 14 2
Candida 7 10 7 10 10 10

Les résultats ebnus au niveau de la figure ) ont démontré la présences zones
d’inhibition autour des spots traduisant ainsi @ugivité inhibitrice des souches lactiq
testées contre la totalité des souccibles utilisées. Le tableau (ldeprésente les moyeni
des diamétres d’inhibition exprimées en millimetobsenues pour chaque souche. Le pol
inhibiteur des bactéries lactiques, d’origine &iti ou autre, contre des bactéries patho
et altérantes a été mentionnée par plusieurs &(De Martiniset al., 2001 ; Anast al.,
2008 ; Yateem dl., 2008 ; Moraes €l., 2010 ; Abramet al., 2011 ; Castret al., 2011).

IV.4.1.1 Antagonisme bactéries lactiques Escherichia coli
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Escherichia coli.

Figure 09: Interactions entre les souches de bact lactiques eEscherichia coli.
La figure 09montre que les souches S1, S2, S5 et S6 ayardaatinéé tres faible v-a-
vis d’Escherichia coli., qu'il représente une zone d'inhibition de diaené&boins ou égale
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mm. Les souches S3 et S4 ont une activité faild-a-vis dEscherichia coli. de diamétre
moins de 10 mm.

IV.4.1.2 Antagonisme bactéries lactiques Staphylococcus aureus
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Figure 1Q Interactions entre les souches de bact lactiques e&aphyl ococcus aureus.

En remarquant dans la figure précédente, nousgigins un diameétre de zc d’inhibition
qui égale a 14 mm pour les deux souches S4,S5 agatt une forte activitvis- a- vis
Saphylococcus avec S2 . Et une faible activité pour S1,S3 etfadde activité pour S.
IV.4.1.3 Antagonisme bactéries lactigues Pseudomonas aeruginosa
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Figure 11: Interactions entre les souches de bact lactiques ePseudomonas aeruginosa
En remarquant une activité faible pour S1.S2.Sa&& une diamétre entre 5 et 7 .et
activité forte pour S3.54.
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IV.4.1.4 Antagonisme bactéries lactiques Candida albicans
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Figurel2 Interactions entre les souches de bact lactiques eCandida albicans
La figure 12 présente une faible activité pour les souches SlafBs que les souche
S2.54.S5.S6 ayant une activité forte—a-vis leCandida.

Enfin nous avons trouvés que nos résultats d’aniagee concordentvec celles de
Boudjani (2009)]es diamétres des zones d'inhibition de bactéaietiques isolées du | cru
de vache peuvent atteindre environ 201

Ces valeurs trouvées peuvent coincident avec ésukde Bouzid (2008 ou les
diametres des zonekinhibition des bactéries lactiques isolées du lait de chamelle de
I'ordre de 11mm jusqu’au 17 m

Elles se different des travaux Savadogoet al., (2004), ou les diamétres des zo
d’inhibition des bactéries lactiques isolées dufimenté sont de I'ordre de 9 & 10 mm -
vis deStaphylococcus.aureus etde8 a9 mm vis-a-visd’E. coli.
En comparaison avec les travauxBenmammer et Hamsi (2003)uont trouvé des zones
inhibition des souches d@aphylococcus. aureus (6 a 10 mm)E. coli (2 a 4mm), nos souch
sont plus actives.

Yateemet al. (2008) ont isolé des souches lactiques a padtitait de chamelle ¢

Kuwait dont I'effet antagoniste s’était exercé urément st les bactéries a Gram nég
(Salmonella ssp et E. coli), mais aucun effet n'a été détecté Staphylococcus aureus. Au
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contraire, Ammor et |. (2006) ont isolé des souches lactiques donteffedhtagoniste était
restreint aux bactéries a Gram positif, celles anGnégatif étant résistantes. Il est a noter
gue parmi les 06 souches lactiques isolées dames énide, celles provenant du lait de
chamelle étaient plus performantes avec un speatietivité large sur les bactéries

indésirables testées dans ce travail. Ceci peuigesp la longue durée de conservation du lait
de chamelle et son intérét thérapeutique (Hassah,e2008).
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Conclusion

Le lait constitue une ressource alimentaire inesilm pour les populations de notre
pays qui le consomme a l'état frais ou fermentésCun produit relativement riche en
éléments nutritifs de base. Il dispose d’'un syst@natecteur et auto-épuratif naturel qui lui
permet de se conserver relativement (GOUTTA& Al., 2013).

Une analyse préliminaire, réalisée sur les ttgimes du lait frais prélevé localement,
provenant des fermes de région d’ARAAIR (EI-Oueddgs échantillons ont subis des tests
biochimiques et physico-chimique. ces tests réalisént montrés que ces échantillons
Possédaient une qualité hygiénique plus ou moiospaable avec les résultats obtenu . pour
le Ph (6.22 ,6.48, 6.29) , densité ( 26. 35. 2facjdité (11.53,15.27,8.48) respectivement
pour (camelin, bovin,caprin). Afin d’avoir une idéar la qualité et le degré d’efficacité du
systeme protecteur du ces types du lait.

L’isolement et lidentification des bactéries lgcies a été effectué a partir du
différentes types du lait: chamelle, vache et ohgwovient de la région d EL-OUED a
permis d’isoler six souches caractérisées par fetme coque, gram positif et catalase
négative.

Ces six isolats sont retenus et ont été testées géterminer leurs activités
antimicrobiennes vis-a-vis des soucheathogénesa GRAM' ((Staphylococcus aureus,
Pseudomonas sp) GRAM " (Escherichia coli) et d’'une levureandida.

Les résultats d'inhibition révelent que les 6cbms ayant une activité antibactérienne
varie de trés faible a forte vis —a —vis les $@scpathogénes utulisé.

Ce modeste travail a permis de monter I'importathe® laits et des bactéries lactiques du
ponit de vue production des substances inhibitrides microorganismes pathogénes, de
méme cette étude doit étre complétée d’autresuravizant a :

» ldentifier plus profondément les souches lactiqgreguestion.

» Déterminer les substances inhibitrices sécrétéesgsasouches.
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Annexe:IComposition des Solutions de titrage.

* Solution de NaOH 0,1N

Eau distillé ..., 1l

NaOH ... 409
*Solution de HCL 1N:

BEau distilé ..o, 100ml

o 4ml

Annexe [IIComposition des milieux de cultures (g/l)

Milieux solides

* Mueller Hinton :

Infusion de viande de boeuf ............cooooiiin 29
AMIdON... .o 159
Hydrolysat de caséine .............ccccovvevviiiiiieennnnn, 179
AGAr .o 179
Eaudistillée..........ccooii i, 1000 mL
pH =7,3.

Milieux liquides

* Eau physiologie :

Eau distillée ....cooneeeeeeeee e 1000 ml

Annexe Il :la composition des colorants utilisés

* Violet de gentiane au cristal :

Violet de gentiane ...............cccevvvv e 10g (ou 59)
PRENOI ..o e 20g
Ethanol @ 0.95 .......c.ccooveeveercceeee e, 100 crth
EaU dISHIEE ..o 1 dfn

Les 3 premiers composants sont dans un preergrg dissous ensemble d’eau est
ajoutée ensuite.
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* Lugol :

oo [ SRR 59
IO dure de potasSium ............ceeeviccccmmneeeeeeennn 10g
Eau diStil€e gSp ...evveeeeiiiiiiiiiieceee e 19

Flacon brun
* Fuchsine de Ziehl:

Fuchsine bosique ...........ccccoeeiiiimmee e 10g
PhENOI ...t 509
Ethanol 2 0.5 ...c.cocvevveeeeeeececeeeee e, 10cth
Eau diStille .....ooveeeeieie e 1dn

Annexe IV Appareils

Photo 1 : Bain marie Photo 2 : Microscope optique

Photo 3 : Balance Photo 4 : Etuve
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Photo 5 : Réfrigérateur Photo 6 : Plaque chauffante

- SRR

Photo 7 : pH métre Photo 8ec benzene
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Résumé

La présente étude vise a sélectionner des souahBgues isolées a partir de trois types des Iaitsé
(caprin, bovin et camelin) et douées d’une actiaitémicrobienne contre quelques souches pathogénes

Les échantillons du lait analysée présentent ur(GBR ,6.48, 6.29) , densité ( 26. 35. 27), I'déidi
(11.53,15.27,8.48) , avec un composition biochiraige (35.24 , 38.13 , 40.6) lactose et (27.77632621.5)
de caséines.

L'analyse de ces types du lait quidstsprovient de la région ARAIR d’El-Oued a permdisoler des
six souches des bactéries lactiques pour faimali/ae de notre étude.

On note que les six souches ayant une activitbactérienne variante de trés faible a forte vis-—a
vis les souches Ecoli, Staphylococcus aureus et Sreptococcus sp et candida. La mesure des diamétres
d'inhibition révéle des diamétres qui se varient @14 mm.

Généralement, Cette activité ce varie d'une typkitla 'autre, pour le lait camelin on enregistiree
activité de tres faible a faible vis-a scoli, Pseudomonas a et un peut fort chez S2 vis-a Bsphylococcus
a etCandida.

Concernant le lait bovin enregistre une activigstfaible vis-a-visE. coli.par contre une activité
faible avec Pseudomonas a, a et Candida. Alors que le lait caprin présente une activitgstfaible contree.
coli. Faible contréPseudomonas a et une activité forte vis-a-vi&aphylococcus a et Candida.

Mots clés :lait, souche, Bactéries lactiques, Bactéries ggthes, Antagonisme.
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