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RESUME

Les bactéries lactiques (LAB) sont capables de fermenter de nombreux produits

animaux et végétaux, produisant entre autres des acides, des composés aromatiques

comme le diacétyl et des polysaccharides participant à l’aspect, la texture et la flaveur du

produit fermenté. Pour les produits laitiers, les LAB fermentant le lait peuvent être apportées

par le lait, et/ ou les récipients servant à la fermentation, et/ou des levains. L’industrialisation

croissante de la production de produits laitiers fermentés conduit à utiliser de plus en plus

des levains. C’est le cas en Algérie. Dans ce contexte, ce travail a pour objectif l’obtention

d’un souchier de cocci lactiques mésophiles sélectionnés et adaptés à la fermentation de lait

pour produire des laits fermentés type Lben et des fromages frais Jben, deux produits

fermentés traditionnellement consommés en Algérie.

79 laits ont été prélevés au niveau de 40 fermes algériennes. Les 84 isolats

mésophiles isolés sur milieu MRS-vancomycine et M17 à partir de laits de vache, chèvre,

brebis, jument et chamelle, crus et/ou spontanément fermentés, ont été identifiés jusqu’au

niveau souche au moyen de méthodes moléculaire basées sur la PCR, Rep-PCR et PCR

spécifiques. Ces mêmes isolats ont subi aussi une identification phénotypique basée sur des

caractères morphologiques, physiologiques et biochimiques comme la tolérance à

différentes valeurs de pH, de températures et de concentrations en sel, la recherche de

l’existence ou non de la catalase, de l’hydrolyse de l’arginine et de l’utilisation de sucres. Ces

isolats ont subi enfin une caractérisation technologique comprenant l’étude a/de leur pouvoir

acidifiant, par mesure du taux d’acidité titrable et des valeurs de pH au cours d’une culture

en lait, b/ de leur pouvoir aromatisant lié à l’utilisation du citrate, et c/ de leur pouvoir

protéolytique lié à la présence d’une protéase. Cette étude a été complétée par des essais

de fabrication de fromages à pâte fraîche de type « Jben », avec deux combinaisons

d’isolats Lactococcus lactis issus du souchier ou un levain commercial; ces fromages ont été

analysés d’un point de vue physico-chimique et sensorielle, et comparés à un fromage

commercial. Par les méthodes moléculaires, 90% des isolats (77 isolats) ont été affiliés à

sept espèces et sous espèces appartenant à quatre genres de LAB. 48 isolats appartiennent

au genre Entérocoques avec les espèces durans, hirae, faecalis, et sp., 15 isolats

appartiennent au genre Leuconostoc avec une seule espèce Ln. mesenteroides et trois

sous-espèces, mesenteroides, dextranicum et « inconnue », 11 isolats appartiennent au

genre Lactococcus avec une seule espèce lactis, une sous-espèce lactis et un biovar

diacetylactis, et 3 isolats sont des lactobacilles de l’espèce Lb. plantarum. Les 84 isolats

possèdent 21 génotypes différents, indiquant la présence de 21 souches présentant de

grandes différences de potentiel génétique dans le souchier. Cette identification moléculaire

a confirmé l‘identification phénotypique préalable de certains isolats appartenant aux genres

Leuconostoc et Lactococcus. Par contre, elle a révélé une prédominance d’entérocoques

dans le souchier, liée au co-isolement et à la co-purification de ces entérocoques, mais aussi



au manque de fiabilité des identifications basées uniquement sur des critères phénotypiques

classiques.

La caractérisation technologique des 84 isolats a montré des différences de capacité

acidifiante du lait à 30 °C selon les espèces, et les sous-espèces le cas échéant, conformes

à ce qui est connu. Les graphes d’acidité titrable en fonction du pH sont un bon test

d’identification phénotypique. Deux souches de Lc. lactis parmi les quatre souches de Lc.

lactis du souchier présentent un profil atypique d’acidification selon la température, avec une

acidification à 42 °C similaire à celle d’entérocoques. Sur la base de leur potentiel

d’acidification, de leur capacité à dégrader le citrate et de leur innocuité en fabrication, ces

deux  souches de Lc. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis ainsi qu’une souche de L.

mesenteroides subsp. mesenteroides parmi les quatre souches de L. mesenteroides

présentes dans le souchier ont été retenues pour constituer des levains acidifiants ; le

leuconostoc doit être obligatoirement associé aux lactocoque(s) , en raison de ses faibles

potentiels technologiques seuls. Des entérocoques résistants à la vancomycine ont été

isolés de laits crus et de lait spontanément fermentés.

La fabrication expérimentale de Jben s’est faite sur un schéma de type industriel

combinant l’emploi de lait pasteurisé, l’ajout de présure animale et de levains acidifiants. Les

isolats sélectionnés à partir du souchier avaient été identifiés sur la base de leur phénotype

et présentaient un profil d’acidification typique de Lc. lactis subsp. lactis, Ces isolats étaient

contaminés avec des entérocoques, mis en évidence et intégrés au souchier à la place des

Lc. lactis subsp. lactis au moment de l’identification moléculaire de ces isolats a posteriori.

Ces Lc. lactis subsp. lactis ne font donc malheureusement plus partie du souchier de

souches pures actuel. Les deux fromages expérimentaux, fabriqués soit avec une

combinaison de 4 isolats du souchier soit avec un levain commercial renferment 3 souches

de Lc. lactis subsp. lactis, présentaient des caractéristiques physico-chimiques à 2 jours

typiques d’un Jben, excepté leur taux de matière grasse inférieur. Les deux fromages

expérimentaux se différenciaient du fromage commercial analysé en parallèle pour 5 des 6

critères sensoriels étudiés, alors que les deux fromages expérimentaux ne différaient entre

eux que pour 2 des 6 critères étudiés, aspect externe et saveur acide. Le fromage

commercial a été globalement plus apprécié, était moins acide et avait une consistance

moins élevée. Ces fabrications constituent une bonne base pour tester, moyennant quelques

améliorations, les 3 souches sélectionnées au terme de ce travail.

Mots clés : isolats lactiques, leuconostoc, lactococcus, enterococcus, identification, PCR,

acide, pH, fromage, jben



Summary

Lactic acid bacteria (LAB) are able to ferment many animal and plant products, producing

among other acids, aromatic compounds such as diacetyl and polysaccharides involved in

the appearance, texture and flavor of the fermented product. For dairy products, milk

fermenting LAB can be made with milk, and / or containers used for fermentation and / or in

sourdough. The increasing industrialization of the production of fermented dairy products led

to increasing use of starters. This is the case in Algeria. In this context, this work aims at

obtaining a mesophilic lactic cocci Souchier selected and adapted to the fermentation of milk

to produce fermented milks and cheeses such Lben fees Jben two fermented products

traditionally consumed in Algeria.

79 milk were collected at 40 farms in Algeria. The 84 isolates mesophilic isolated on MRS-

vancomycin and M17 from milk cow, goat, sheep, horse and camel raw and / or fermented

spontaneously, were identified to strain through molecular methods based on PCR, Rep-

PCR and specific PCR. These isolates also underwent phenotypic identification based on

morphological, physiological and biochemical tolerance as different values of pH,

temperature and salt concentrations, the search for the presence or absence of catalase, the

arginine hydrolysis and the use of sugars. These isolates have been finally submitted to a

technological characterization including their acidifying potential, by measuring titratable

acidity and pH values in milk culture ,  flavoring  via the use of citrate, and their proteolytic

activity due to the presence of a protease .This study was completed by testing

manufacturing fresh cheese type "Jben", with two combinations of Lactococcus lactis isolates

derived from “Souchier” or commercial sourdough ; these cheeses were analyzed from a

physical chemical and sensory point of view and compared to a commercial cheese. By

molecular methods, 90% of isolates (77 isolates) were affiliated to seven species and

subspecies belonging to four genera of LAB. 48 isolates belong to species of the genus

Enterococcus with durans, hirae faecalis, and sp., 15 isolates belong to the genus

Leuconostoc with one species Ln. and three mesenteroides subspecies mesenteroides

dextranicum and "unknown", 11 isolates belong to the genus lactococcus present case only

with one lactis subspecies lactis biovar and diacetylactis, and 3 isolates of lactobacilli to the

species Lb . plantarum. The 84 isolates have 21 different genotypes, indicating the presence

of 21 strains with large differences in the genetic potential Souchier. . Molecular identification

confirmed this phenotypic screening of some isolates belonging to the genera Leuconostoc

and lactococcus. A predominance of enterococci in “Souchier”, related to co-isolation and

co-purification of these enterococci, was revealed but also unreliable identifications based

solely on conventional phenotypic criteria..



Technological characterization of the 84 isolates showed differences in ability acidifying the

milk at 30 ° C depending on the species and subspecies if applicable, in accordance with

what is known. Graphs titratable acidity functions of pH are a good test of phenotypic

identification. Two strains of Lc. lactis among four strains of Lc. lactis . “Souchier” have a

profile of atypical acidification depending on temperature, with acidification at 42 ° C similar

to enterococci. On the basis of their acidification potential, their ability to degrade citrate and

their safety in manufacturing, these two strains of Lc. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis

and so one strain of L. mesenteroides subsp. mesenteroides among four strains of L.

mesenteroides present in the Souchier were selected to form acidifying starters, the

Leuconostoc must necessarily be associated with lactococcal (s), because of its low

technological potential alone. Enterococci resistant to vancomycin have been isolated from

raw milk and fermented milk spontaneously.

Experimental Jben manufacturing is done on a type scheme combining industrial use of

pasteurized milk, adding rennet and starter feed acidifiers. Isolates selected from “Souchier”

were identified on the basis of their phenotype and showed a typical profile acidification Lc.

lactis subsp. Lactis. These isolates were contaminated with enterococci, as revealed at the

molecular identification of these isolates retrospectively and integrated in “Souchier” instead

of Lc. lactis subsp. lactis. These Lc. lactis subsp. lactis therefore are unfortunately not part of

current “Souchier” pure strains. Both experimental cheeses manufactured with either a

combination of four isolates Souchier or trading with a leaven contain three strains of Lc.

lactis subsp. lactis showed physico-chemical characteristics in a typical two days Jben

except for their lower fat content. Both experimental cheeses differed from commercial

cheese analyzed in parallel for 5 of the 6 sensory criteria studied, whereas the two

experimental cheeses differed among themselves by two of the six criteria studied, external

appearance and acid taste. Cheese business was generally more appreciated was less

acidic and had lower consistency. These manufacturing are a good basis for testing, with

some improvements, the three selected strains at the end of this work.

Keywords: lactic isolates, Leuconostoc, Lactococcus, Enterococcus, identification, PCR,

acid , pH, cheese, jben



الملخص

بإمكان بكتیریا الحلیب على تخمر العدید من المنتجات الحیوانیة و النباتیة، و إنتاج الأحماض العطریة مثل ثنائى الأستیل 

بالنسبة لمنتجات  الألبان، یمكن لھذه البكتیریا ان تتواجد بالحلیب او .والنكھةوالسكریات المشاركة في الملمس والمظھر

.الخمائر) او(العبوات المستخدمة و

، یھدف وفي ھذا السیاق.ام الخمائر كما ھو الحال بالجزائرقاد التصنیع المتزاید لإنتاج الألبان المخمرة إلى زیادة استخد

»اللبن«وتكییفھا لتخمیر الحلیب لانتاج،مكورات مختارة ،Souchierعلىھذا العمل إلى الحصول Lben » «

»الجبن «و Jben .في الجزائرالمخمرة المستھلكة بكثرةالطازج ، اثنین من المنتجات» «

مأخوذة،فانكومایسین+MRSوM17منعزلتعزلات84.بالجزائرللحلیبمنتجةمزارع40في عینة79تم جمع

وحددت السلالة من خلال الأسالیب الجزیئیة على أو مخمر،/ خام و البقر، الماعز والأغنام والإبل والخیل ،حلیبمن

،خضعت أیضا للتحدید المظھري على أساس المورفولوجیةھذه العزلات.محددةPCRوRep PCR, PCRأساس 

، ودرجة الحرارة والملح، والبحث عن وجود pHووالبیوكیمیائیة كقیم مختلفة من تركیزات درجة الحموضةالفزیولوجیة

تكنولوجي خضعت ھذه العزلات لتعریفكذالك.و السكریاتم أرجینیناأو عدم إستخدأو عدم وجود الكاتلاز،استخدام

البحث عن إستخدام آو عدم إستخدام سترات، ،من خلال قیاس درجة الحموضةلمحمضةابما في ذلك دراسة  قوتھم 

وبروتین بسبب وجود الأنزیم البروتیني

اللبنیة اثنین من مجموعات العزلاتبإستخدام، "Jben"الجبن الطازج مننوعبصنعه الدراسةتم انتھاء ھذ.
lactococcus المستمدة منSouchierوقد تم تحلیل ھذه الجبن من وجھة نظر الفیزیائیة والكیمیائیة ، التجاریةالخمیرةأو

.والحسیة و مقارنتھ مع الجبن التجاري

إلى أربعة أجناس من ینتمون)عزلات77(وسلالات٪  من العزلات مع سبعة أنواع90بواسطة الأسالیب الجزیئیة،  
LAB.48 عزلة تنتمي إلى جنسenterococque.مع أنواعdurans, hirae ,،.sp, faecalis

,mesenteroides,  dextranicumسلالاتوثلاثة mesenteroidesمع نوع leuconostocعزلات تنتمي إلى15

، diacetylactisونوع فرعي lactis،مع نوع واحدlactococcusعزلات تنتمي إلى جنس 11."معرو فة غیر"وسلالة 

.plantarumأنواع3معactobacillusl،عزلات من3و 

أكد ت الدراسة . Souchierفيكبیرةمع وجود اختلافات،سلالات21وةوراثی،أنماط21علىتحتويعزلات84

، وقد تبین leuconostocوlactococcusلبعض العزلات تنتمي إلى أجناس الجزیئیة في تحدید الھویة المظھریة

معاییر تستند فقطنقیة ھذه المكورات، ولكن لا یمكن الاعتماد علىفيذلكیتعلق، Souchierفي enterococqueتغلب

.التعریف المظھري

تبعا للأنواع والسلالات إن C30° الحلیب إلى تحمیضعزلات أظھر اختلافات في قدرة84ل التعریف التكنولوجي

ھي اختبارا جیدا pHعلى معایرة درجة الحموضة و علاقتھا ب الرسومات البیانیة الدالة. وجدت، وفقا لما ھو معروف

لمحة عن تحمض غیر نمطي اعتمادا على تكونlactococcusسلالتین من بین أربعة سلالات. المظھريللتحدید 



على أساس قدرتھم على إستخدام سترات وسلامتھم في enterococqueمماثلة لC42° مع تحمض فيالحرارةدرجة 

من بین الأربعة سلالاتmesenteroidescleuconostoوسلالة منlactococcusمنھذه السلالتین.مجال التصنیع

leuconostoc,معlactococcusفقیجب بالضرورة أن تترا.محمضھلتشكیل خمائرrSouchieمنإختیارھمقد تم

المخمرالحلیب الخام والحلیبمن enterocoqueوقد تم عزل.لوحدھاكونھاleuconostoc,قدرةوذلك بسبب ضعف 

تلقائیا

إ نزیم  إلیھعلى مخطط نوع الجمع بین استخدام الصناعي من الحلیب المبستر، مضیفاللجبنیتم تصنیع تجریبي 

ھري وأظھرضااعلى أساس النمطSouchierوقد تم تحدید العزلات المختارة من. خمیرة  للتحمیضوprésureحیواني

.، بالتالي فھي جزءا من سلالات نقیةenterococqueكانت ملوثة مع عزلات lactococcusالتحمض أن

ثلاث منمكونةتجاریةأو خمیرةSouchierمنأربعة عزلات علىإماتحتويالتجریبیةكل الأجبان المصنعة

. اض محتواھا من الدھونباستثناء انخفالجبننموذجیة ،یومینبعدوأظھرت الخصائص الفیزیائیة والكیمیائیة ،سلالات 

الجبنینالتي درست ، في حین أن 6من المعاییر الحسیة 5بالسوقجبنعنالتجریبیینالجبنیناختلف كل من 

جبن . المظھر الخارجي والذوق الحمض:التي شملتھا الدراسة6من المعاییر باثنینإلابینھمافیما یختلفاالتجریبیین لم 

ھي أساس جید للاختبار، مع بعض التحسینات، النتائجھذه،، وكان أقل الاتساقحموضیةعموما كان أقل السوق

.والسلالات الثلاث المحددة في نھایة ھذا العمل

درجة ,,  PCRسلالةتحدید، lactococcus،eenterococqu، اللبنیة,العزلات,leuconostoc:مفتاحیةكلمات

النوع،الجبن، خمائر،.التعریف،الحموضة
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INTRODUCTION

Depuis l’Antiquité, les bactéries lactiques (LAB) ont été utilisées sans connaître leur

existence. En effet la transformation du lait en fromage était un moyen de conservation du

lait (Ramet, 1993). D’autres aliments aussi se conservaient par fermentation en utilisant des

levains artisanaux. Ce n’est que pendant la deuxième moitié du dix-huitième siècle que des

scientifiques découvrirent le rôle des bactéries lactiques dans la fermentation naturelle

d’aliments crus tel que le lait, les viandes ou encore les végétaux (Burguière, 1999). Les

bactéries lactiques possèdent les atouts technologiques essentiels pour l’obtention d’une

bioconversion optimale et d’une texture caractéristique des produits fermentés et

transformés, comme les produits laitiers, les dérivés de matières premières agricoles, les

produits alcoolisés, les viandes, etc.… (Novel, 1994). Ces atouts se situent dans l’aptitude à

l’acidification, à l’aromatisation, à la protéolyse etc.…. Le développement de l’industrie

alimentaire, en particulier de l’industrie laitière, a permis de sélectionner de nouvelles

souches à fort intérêt technologique par la connaissance de leur métabolisme, de leur

physiologie, de leur propriétés fonctionnelles et par la maîtrise des mélanges de levains

lactiques pour la production de levain industriel; ces levains permettent d’aboutir à des

produits de qualité organoleptique, gustative, nutritionnelle, fonctionnelle et hygiénique plus

constante, et à des procédés plus performants (Cachon et al ,2002).

L’Algérie est un pays traditionnellement consommateur de produits laitiers fermentés,

qui étaient jusqu’ à une date récente fabriqués en milieu rural, principalement pour

l’autoconsommation, par fermentation spontanée des laits crus produits localement.

L’urbanisation a transformé les modes de production, rendant l’ajout de levains

incontournable, en premier lieu celui de levains lactiques. L’Algérie importe actuellement ces

levains lactiques, qui ont un coût de revient élevé et qui n’ont pas été conçus pour fabriquer

les produits fermentés  traditionnels; alors pourquoi ne pas essayer de réaliser nos propres

levains adaptés à la fabrication des produits laitiers traditionnellement consommés en

Algérie? Tel est l’objectif de ce travail. Les travaux faits à la fin du siècle dernier et au tout

début de celui-ci avaient montré l’abondance des coques lactiques mésophiles, leuconostocs

et lactocoques, dans les laits et fromages frais traditionnellement fermentés en Afrique du

Nord et au Moyen-Orient (Benkerroum et Tamine, 2004), suggérant leur rôle majeur comme

starter.

Ce travail a consisté à obtenir un souchier de bactéries  lactiques mésophiles

acidifiantes à partir d’échantillons de laits crus les plus différents possible, puis à caractériser

les souches de manière à pouvoir sélectionner celles ayant le meilleur potentiel
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technologique pour fabriquer des produits laitiers traditionnels. Certaines souches ont été

utilisées pour fabriquer des fromages frais type Jben. Ce travail a été réalisé en grande

partie en Algérie au sein du laboratoire substances Naturelles et LAMAABE  de l’Université

de Tlemcen, et pour la partie caractérisation moléculaire  en France au sein de l’Unité de

Recherches en Technologie et Analyses Laitières (INRA, Poligny). Le travail de

caractérisation moléculaire n’a malheureusement pu être fait que postérieurement à tous les

autres, alors qu’il aurait été préférable qu’il soit fait avant tous les autres.

Ce manuscrit débute par une synthèse bibliographique qui  résume, dans un premier

chapitre des généralités sur le lait, puis, dans un deuxième chapitre, des généralités sur les

bactéries lactiques, en particulier sur les mésophiles acidifiantes, et enfin dans un troisième

chapitre, dresse un panorama des produits laitiers traditionnels algériens après avoir brossé

les grands traits de la technologie  fromagère. Ce manuscrit se poursuit par  la description

des méthodes et matériels utilisés, comprenant l’isolement des souches, la caractérisation

moléculaire et phénotypique des souches, la fabrication de fromage frais, et l’analyse des

fromages fabriqués. Il se termine par la présentation, puis la discussion des résultats

obtenus.

Volontairement, ce manuscrit  n’inclut pas tous les résultats obtenus sur ces isolats,

malgré le temps important qui y a été consacré. En effet, il n’inclut pas les résultats relatifs à

la production de CO2 par les leuconostocs, car la cinétique d’accumulation de CO2 n’apporte

pas d’information supplémentaire, étant fortement liée à la cinétique d’accumulation d’acide,

acide et CO2 étant issus de la même voie métabolique. Il n’inclut pas aussi les résultats

relatifs à l’effet antagoniste des isolats lactiques vis-à-vis d’isolats pathogènes et d’altération

en milieu modèle car ces résultats n’apportent pas d’informations supplémentaires sur le

potentiel technologique de ces souches. En effet ces effets mettent en œuvre des

compétitions métaboliques entre microorganismes ou la production en quantité suffisante de

composés inhibiteurs, qui doivent intervenir avant toute multiplication ou activités des

microorganismes indésirables ou pathogènes, sans perturber le processus de fabrication de

manière à ne pas modifier les caractéristiques souhaitées pour le produit. C’est pourquoi ces

effets antagonistes doivent être étudiés en conditions fromagères réelles, c’est-à-dire après

ensemencement éventuel de laits, ayant subi le traitement adapté au type de produit

souhaité en terme de refroidissement, chauffage, écrémage, etc.., avec toutes les

microflores devant être apportées, en quantité et en proportion adaptée au type de produit

souhaité. C’est ainsi que les nombreuses souches pour lesquelles des études détaillées de

la production de bactériocines ont été réalisées et pour lesquelles un effet inhibiteur a été

prouvé en conditions modèles n’ont pas pu prouver leur efficacité en conditions normales de

fabrication. C’est ainsi que la nisine, la bactériocine la plus étudiée, à large spectre d’action

envers les bactéries à Gram positif, est ajoutée directement (ce n’est pas le lactocoque qui
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est ajouté; il sert simplement de producteur) et son ajout nécessite en fabrication fromagère

d’utiliser des levains rendus résistants à son action par voie génétique, rendant donc

l’utilisation de la nisine réservée à quelques applications très spécifiques (Delves-Broughton,

2005).
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I. LE LAIT

I-1 Définition
Selon le congrès international de la répression des fraudes de 1909, le lait est le

produit intégral de la traite totale ininterrompue d’une femelle laitière bien portante, bien

nourrie et non surmenée. Il doit être recueilli proprement et ne pas contenir de colostrum

(Bourgeois et Larpent 1996). Le dictionnaire de terminologie de la Fédération Internationale

de laiterie (FIL) et le code FAO/OMS indiquent que c’est «le produit de la sécrétion

mammaire normale, obtenu par une ou plusieurs traites, sans aucune addition ou

soustraction» (Luquet et al, 1985).

Le décret français du 25 mars 1924 précise que la dénomination «lait», sans

indication de l’espèce animale de provenance, est réservée au lait de vache. Tout lait

provenant d’une femelle laitière autre que la vache doit être désigné par la dénomination

«lait» suivie de l’indication de l’espèce animale dont il provient : « lait de chèvre », « lait de

brebis », etc. (Bourdier et Luquet, 1981). Les mêmes règles de dénomination sont

appliquées en Algérie.

En Algérie comme en France : «Ne peut pas être considéré comme propre à la

consommation humaine (article 2 du décret Français du 25 mars 1924 modifié et complété

par le décret n° 71-6 du 4 janvier 1971 (Bourdier et Luquet, 1981) :

1-Le lait provenant d’animaux atteints de maladie dont la nomenclature sera donné

par  arrêté du ministère de l’agriculture pris sur avis du comité consultatif des épizooties,

2-le lait coloré, malpropre ou malodorant,

3-le lait provenant d’animaux mal nourris et manifestement surmenés,

4-le lait contenant des antiseptiques ou des antibiotiques,

5-le lait coagulant à l’ébullition.

I-2 Caractéristiques générales
Le lait apparaît comme un liquide opaque blanc mat plus ou moins jaunâtre selon la

teneur en β carotènes de la matière grasse. Il a une odeur peu marquée mais

reconnaissable. Le lait ne contient qu'un seul type de glucide, le lactose, susceptible de se

dégrader en acide lactique.

Le lait est généralement considéré par les spécialistes de la santé et de la nutrition

comme un aliment très complet, équilibré en nutriments, riche en minéraux et contenant

presque toutes les vitamines, à l'exception notable, des vitamines liposolubles A et D pour le

lait écrémé (tableau 1). Les matières grasses laitières sont toutefois riches en acides gras

saturés et contiennent des acides gras trans. Le minéral manquant le plus significatif est le

fer, qui doit faire l'objet d'un complément. (Brulé, 1997)
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Le lait est caractérisé par différentes phases en équilibre instable.

- une phase aqueuse contenant en solution des molécules de glucides, des minéraux

et des composés azotés non protéiques,

- des phases colloïdales instables constituées de deux types de colloïdes

protéiniques, une suspension colloïdale contenant les micelles de caséines et une solution

colloïdale contenant les protéines hydrophiles telles que les protéines sériques et des

globules gras en émulsion dans la phase aqueuse.

Tableau 1 : Teneur en vitamines de différents types de laits (par litre)

(http:/www.fao.org /docrep /T4280F/T4280F Oc.htm)

Le lait est un liquide physiologique extrêmement fragile à l’état naturel (lait cru) car il

renferme des germes dont le nombre et la nature dépendent (Bourdier et Luquet, 1981) :

- de la propreté des animaux

- de l’hygiène des personnes qui le recueillent,

- de la propreté des ustensiles servant à la traite (machine à traire, seaux, tanks),

- de la température de conservation,

- et du temps de conservation avant transformation.

I-3 Situation de l’Afrique dans la production mondiale de lait
En 2010 (derniers chiffres disponibles), la production mondiale de lait était de 7116

millions de tonnes réparties de façon inégale selon les grandes régions géographiques et le

nombre d’habitants de ces régions (figures 1 et 2). L’Afrique est la région qui produit le moins

de lait par habitant. La production mondiale a augmenté entre 2005 et 2010 dans toutes les

régions, surtout en Asie (figure 3). Selon les projections, le déficit laitier qui existe en Afrique

va s’amplifier (figure 4).
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Figure 1 : Variation géographique de la production de lait en 2010 (FIL, 2011)

Figure 2 : Variation géographique de la production de lait selon le nombre d’habitant en
2010 (FIL, 2011)
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Figure 3 : Variation géographique de l’augmentation de la production laitière entre 2005 et
2010 (FIL, 2011)

Figure 4 : Déficit laitier prévisionnel jusqu’en 2050 pour les quatre grandes régions

géographiques mondiales déficitaires (FIL, 2011)
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En 2010, le lait produit au niveau mondial était à 83 % du lait de vache, 13 % du lait

de bufflonne, 2 % du lait de chèvre, 1 % du lait de brebis et 0.2 % du lait de chamelle

(http://www.produits-laitiers.com/economie-et-societe/filiere/monde/). Mondialement le lait de

vache est le plus produit. L'élevage de chameau est limité à l'Afrique et à l'Asie (d'autres

espèces de camélidés existent en Amérique du Sud). La production mondiale du lait de

chamelle disponible pour la consommation humaine a été estimée officiellement à 1.3

millions de tonnes en 2006, soit 500 fois moins que celle du lait de vache. Les chiffres

parlent d’une production mondiale totale de 5,3 millions de tonnes destinées principalement

aux chamelons. Une chamelle allaitante produit de 1000 à 12000 litres de lait pendant une

période allant de 8 à 18 mois. Le premier producteur mondial du lait de chamelle est la

Somalie (environ 50 % de la production) suivie de l’Arabie Saoudite (environ 7 % de la

production) (http://www.fao.org/ag/againfo/themes/fr/dairy/camel.html).

La production de lait de brebis est importante dans les pays où la production de lait

de vache est limitée, mais elle concerne également des pays de grande tradition fromagère

comme la France.

I-4 Production et consommation de lait en Algérie
La plupart des informations disponibles sont tirées d’articles de presse, donc sont des

informations de seconde main.

Au cours des années 1990, le lait produit par les troupeaux algériens était à 60% du

lait de vache, 26 % du lait de brebis, et 13% du lait de chèvre

(http://www.fao.org/ag/AGP/AGPC/doc/Counprof/Algeria/Algerie.htm). La part du lait de

vache a augmenté au cours des années 2000 au détriment de celles de laits des autres

espèces, atteignant 73% de la production totale en 2008 avec 1,6 millions de tonne de lait de

vache sur un total de 2.2 millions de tonne toutes espèces confondues, d’après un article de

presse algérien (http://www.tamanrasset.net/modules/news/article.php?storyid=1232). La

collecte de lait cru de vache pour l‘industrie a atteint, en 2011, 0, 572 millions de tonnes, en

constante progression depuis 1997, mais représentant toujours une faible partie de la

production totale des troupeaux. Le reste du lait, donc la majeure partie du lait produit, sert à

l’autoconsommation, à l’alimentation des veaux et à la transformation artisanale (Kaci et

Sassi, 2007).

L’Algérie est un des plus gros importants importateurs de lait au niveau mondial.

D’après l’article déjà cité (http://www.el-annabi.com/economie/1782-l-experience-francaise-

pour.html), 50% des besoins, estimés en tout à 5 millions de tonnes en 2011, doivent être

couverts par des importations, le plus souvent de poudre de lait de vache. L’industrie de

transformation dépend donc beaucoup des importations.
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L’Algérie est le premier consommateur laitier du Maghreb et parmi les plus gros pays

consommateurs laitiers africains (figure 5). La consommation de lait en Algérie reste

cependant loin derrière la consommation européenne qui est de plus de 200 litres/an. Selon

des estimations ((Kaci et Sassi, 2007), elle était de 98 litres/an/habitant en 2004, en forte

augmentation par rapport aux années précédentes.

Figure 5 : Variation géographique de la consommation apparente de produits laitiers en

2010 (FIL, 2011)

La consommation annoncée pour l’Algérie en 2010 est en-deçà des consommations

estimées figurant dans les autres documents consultés, qui ferait passer l’Algérie en violet,

aux côtés de la Tunisie. Néanmoins, cette figure reste intéressante pour visualiser les

grandes tendances de consommations relatives entre pays.

Avec 19 millions de tête en 2001, dont plus de 10 millions de brebis

(http://www.fao.org/ag/AGP/AGPC/doc/Counprof/Algeria/Algerie.htm), le cheptel ovin est le

cheptel le plus nombreux en Algérie (80 % de l’effectif global dans les années 1990),

occupant  le 14ème rang mondial dans les années 1990

(http://www.fao.org/ag/AGP/AGPC/doc/Counprof/PDF%20files/Algeria-French.pdf). Il

est principalement localisé dans les régions arides dont les disponibilités alimentaires sont
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déficientes. Le nomadisme concerne 60 % des effectifs tandis que se développe la

sédentarisation des troupeaux situés en zones céréalières. La viande, la laine, et, dans une

moindre mesure le lait, demeurent des productions traditionnelles assurées principalement

par trois races locales, Ouled Djellel (58 %), Hamra (21 %) et Rembi (12 %). Le lait est

simplement utilisé pour la consommation familiale, le surplus étant destiné à la production de

beurre, mais sans aucun circuit de commercialisation. Il n'y a aucune industrie travaillant le

lait de brebis en Algérie.

(http://www.pleinchamp.com/elevage/ovins-caprins/actualites/etranger-en-algerie-100-000-

familles-vivent-de-l-elevage-ovin).

Le cheptel caprin, dont 50 % de chèvres, est le deuxième cheptel avec 13 % de

l’effectif total (http://www.fao.org/ag/AGP/AGPC/doc/Counprof/Algeria/Algerie.htm). Selon la

FAO (2006), l'Algérie est classée en 15ème place dans la production mondiale de lait de

chèvre avec un chiffre de 160 000 tonnes pour l'année 2005. Il est réparti sur tout le territoire

dans les zones difficiles, zones montagnardes, hauts plateaux et régions arides (Badis et al.,

2005).

Les caprins fournissent du lait (chèvre), de la viande, de la peau (bouc) et des poils

qui sont recherchés et se vendent facilement. Il existe 3 à 4 millions de têtes appartenant

toutes à des populations traditionnelles et à quatre types principaux. Le type dominant est la

chèvre Arabe (Arabia) composant la population dite arabo-maghrébine, le deuxième est le

type Makatia issu de multiples croisements à partir de races méditerranéennes connues pour

leur production laitière, puis le type Chèvre du M’ZAB faisant partie du rameau du Nubio-

syrien et connue pour ses capacités laitières, et enfin la chèvre de type Kabyle , qui est

appréciée pour sa viande mais une mauvaise laitière, avec le type proche appelé

Montagnarde des Aurès appréciée pour ses poils (http://www.nouara-algerie.com/article-les-

races-caprines-en-algerie-le-poids-de-la-tradition-44853066.html).Le lait de chèvre est

autoconsommé.

L’élevage bovin est cantonné au nord de l’Algérie et ne représentait dans les années

1990 que 6 % de l’effectif global. Comme revu par Guerra dans  sa thèse (2007), la

production laitière bovine est assurée par un cheptel de vache laitière représentant environ

60 % du cheptel bovin et composé à hauteur de 78% de la race locale appelée «race brune

de l’Atlas » peu productive et localisée surtout dans les régions montagneuses, et, à hauteur

de 22 %, de races plus productives importées d’Europe (comme les races « Frisonne

hollandaise ou française Pie noire », « Prim’ Holstein », «Tarentaise », « Brune » et «Pie

rouge Montbéliarde ») ou issues d’un croisement entre la race locale et une race importée.

Cette production provenait en 2008 d’un effectif de vaches laitières de 990 000 têtes,

l’effectif ayant été stable et autour de 800 000 têtes entre 1990 et 2005 (Guerra, 2007).
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L’Algérie possède un faible cheptel camelin, comparé à plusieurs autres pays

africains et asiatiques (figure 6). L’effectif camelin algérien n’a pas évolué au cours de ces

dernières décennies (150.000 têtes en moyenne). Il a diminué d’environ 40 % au cours du

XXième siècle. (Ben Aissa , 1989). L’élevage est surtout orienté vers la production de viande,

la production de lait étant secondaire du fait de faibles productivités et de l’inexistence de

débouchés bénéfiques (Lhoste, 2003). La production de lait de chamelle en Algérie n’est pas

tellement étudiée et les quelques chiffres disponibles ont été obtenus sur la base d’enquêtes

et non de mesures ni de suivis (Lhoste, 2003). D’après les sources de la FAO, (2002) la

production laitière cameline en Algérie était de 8000 tonnes en 2001. En général les

camelins ne sont pas considérés comme producteurs de lait. Le lait n’est pas considéré

comme le principal produit camelin, en raison des faibles potentialités laitières du cheptel

camelin. Cette faible productivité est d’autant plus accentuée que ce lait n’est pas du tout

valorisé et n’est pleinement utilisé que pour l’allaitement des chamelons et

l’autoconsommation. L’excédent de la traite de lait n’est utilisé que pour l’autoconsommation,

et cela après que le chamelon ait tété sa mère. La production de lait entre dans l’alimentation

des bergers isolés lors du nomadisme. La production laitière n’est ni vendue ni échangée,

quelle que soit son importance. La production laitière des chamelles varie d’une région à

l’autre, en fonction de la race, de l’individu, de l’alimentation, etc. Les estimations faites par

quelques auteurs, donnent des valeurs allant de 0,5 à 10 kg/jour, avec des durées de

lactation de 12 à 18 mois. Il n’ya pas de populations ou de races spécialisées en production

de lait, mais surtout des individus plus performants qui peuvent atteindre des productions

élevées ; ces individus performants ne sont jamais conduits comme des animaux laitiers

(alimentation, utilisation pour d’autres travaux et services, etc.) et sont toujours menés,

comme tout le cheptel camelin, en élevage extensif.

Le cheptel de chevaux est d’environ 100 000 têtes dont 41 800 dans les exploitations

agricoles utilisé comme animal de  trait, le reste étant destiné aux fêtes traditionnelles et aux

fédérations d’équitation (Rahal, 2004). Le lait est utilisé exclusivement pour nourrir les

poulains. En Algérie, l‘élevage des chevaux connait un désintéressement suite à plusieurs

facteurs comme le prix élevé des bêtes, la cherté de l’aliment et l’absence de suivi

vétérinaire. Considéré comme symbole de bravoure et de fierté chez les Bédouins algériens,

le cheval est aussi utilisé pour l’équitation traditionnelle (fantasia), lors des grandes

célébrations  traditionnelles comme les mariages et la waada, dans les courses hippiques et

pour l’équitation de loisir. Il existe deux races pures, Barbe originaire du Maghreb et

pratiquement disparue et Pur sang Arabe, et une race croisée appelée Barbe arabe

(Yahiaoui, 2008),http:/www.algeria.com/forum/…/26646-I-élevage-équin-en-algérie
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Figure 6 : Principaux pays éleveurs de chameaux (FAO ,2006)
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Tableau 2 : Composition moyenne du lait de différentes espèces animales (g/l)

(http://www.fao.org/docrep/t4280f/T4280F04.htm). N. B. Les valeurs de protéines et de

matière grasse du lait de jument sont particulièrement élevées par rapport à celles de la

revue de Park et al. (2006) (respectivement 21.4 et 12.1)

I-5 1. Lait de vache
C’est le lait qui a été le plus étudié et qui sert de référence. Le lait de vache est le lait

produit par la vache pour alimenter son veau. En raison de sa valeur symbolique le lait de

vache est un aliment très largement consommé sur l'ensemble de la planète et l'être humain

est le seul mammifère qui continue à se nourrir de lait à l’âge adulte pour une moyenne de

25 grammes par jour grâce à la pratique de l'élevage fr.wikipedia.org/wiki/Lait_de_vache). Il

contient, comme tous les laits, des matières grasses et des protéines (tableau 2), de

nombreux minéraux comme le calcium et le phosphore (tableau 5), des vitamines (tableau 6)

et spécifiquement de l'hormone de croissance du veau. Le lait de vache peut être plus ou

moins transformé, et forme la principale matière première de l'industrie laitière mondiale.

I-5 2. Lait de brebis
A l’observation visuelle, il est d’une couleur blanche nacrée ou porcelaine, avec une

opacité blanche plus marquée que celle des laits de vache et de chèvre. Il a une flaveur

riche à cause de son taux de matière grasse élevé et de la lipolyse qui peut avoir lieu.

Caractéristiques physiques et (bio) chimiques)

D’après Haenlein. et Wendorff (2006),

Les tableaux présentés montrent les mêmes tendances que celles décrites dans

cette revue. Les auteurs n’incluent pas de données sur les laits algériens. Nous n’en avons

pas trouvé non plus.

Comparé aux laits de vache et chèvre, la plupart des laits de brebis analysés

- ont des teneurs plus élevées en matière solide, matière grasse et protéique, lactose

et minéraux. Ainsi, généralement, moins de lait de brebis que de vache est nécessaire pour

fabriquer une même quantité de fromage. Le lait de brebis est un des laits les plus riches en
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protéines (tableaux 2 et 4) avec 12.6 g/l en moyenne- et en matière grasse (tableau 2), avec

en moyenne 70-75 g/l. En particulier, il contient beaucoup d'-caséine (tableau 4).

Le lait de brebis est riche en protéines sériques (tableau 4). La richesse du lait de

brebis en protéines sériques est surtout due à une teneur élevée en β-lactoglobuline et en

immunoglobulines (tableau 4).

- ont une composition qualitative de la matière grasse différente, avec plus d’acides

gras à chaîne moyenne, et d’acides gras mono et polyinsaturés.

- sont déficients en agglutine.

- posséderaient des quantités d’enzymes plus basses pour nombre d’entre eux par

rapport au lait de vache.

- sont plus riches en minéraux (tableau 5), dont le Ca, le P, le Mg, le Zn, le Cu et le

Fe. Le lait de brebis étant très minéralisé, sa capacité tampon est élevée (tableau 3)

- seraient plus riches en vitamines, sauf en carotène (tableau 6)

Ainsi, les laits de brebis, généralement

- sont plus riches en énergie (tableau 3) à cause de leur richesse en lipides et

protéines)(tableau 2), plus acides, et plus visqueux (tableau 3) à cause de leur richesse en

matière grasse)(tableau 2).

- présentent une tension superficielle à 15°C de 45 à 49 dynes cm, plus faible que

celle du lait de vache et de chèvre (tableau 3)

- ont des micelles de caséines de diamètre plus élevé, contenant plus de calcium par

gramme de caséine, et ayant un rapport volume/surface plus faible que le lait de vache

confèrant au lait de brebis des caractéristiques de coagulation particulières : il coagule plus

vite et donne un coagulum plus ferme que le lait de vache.

- ne voient pas leurs propriétés physico-chimiques altérées par le refroidissement à

4°C comme le lait de vache.

Caractéristiques nutritionnelles/santé

Il a toujours été considéré comme un lait ayant des caractéristiques

nutritionnelles/santé spécifiques (cf. composition physico-chimique), et, dans certains cas,

comme étant un produit plus noble que les autres (Luquet et al, 1985). Les caractéristiques

nutritives du lait de brebis n’ont pas fait l’objet d’études particulières. Pourtant, il est décrit

comme étant une excellente source en nutriments pour l’alimentation humaine, avec une

meilleure performance que le lait de vache pour apporter les dix acides aminés essentiels. Il

apporte aussi des quantités appréciables de calcium, phosphore et riboflavine, et les acides

gras souhaitées en quantité et en qualité. Il est aussi mieux accepté pour remplacer le lait de

vache en cas d’allergie à ce dernier.
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I-5 3. Lait de chèvre

Le lait de chèvre est plus blanc que le lait de vache à cause de l’absence de β-

carotène, (tableau 6 ; Chilliard, 1997). Il est caractérisé par une flaveur particulière et un goût

plus relevé que celui du lait de vache, en grande partie due à certains acides gras libres et à

la lipolyse du lait (Chilliard, 1997; Jaubert, 1997; Morgan et al, 2001).

Ce goût disparaît après avoir fait bouillir le lait.

Caractéristiques physiques et (bio)chimiques

Les caractéristiques physico-chimiques des laits de chèvre varie de manière

importante d’une étude à une autre, car rendant compte de situations locales qui ne peuvent

pas être généralisées. Ces laits semblent cependant partager beaucoup de points communs

avec le lait de vache. Nous ne mentionnerons ici que les spécificités par rapport au lait de

vache qui semblent marquantes d’après la revue de Park et al (2006).

- absence de β-carotène totalement converti en vitamine A

- déficit en acide folique et vitamine B12 (tableau 6)

- des globules gras de plus petite taille que ceux des laits de vache,

similaire à celle du lait de brebis, permettant une meilleure homogénéisation dans le

lait et ainsi sa meilleure digestibilité, et permettant une lipolyse accrue par

augmentation de la surface.

- des micelles de caséine contenant plus de calcium et de phosphate

inorganique, moins hydratées, moins stables à la chaleur, et perdant plus facilement

leur β-caséine

- solubilisation plus élevée des caséines à 20 °C, ainsi que du

phosphate colloïdal et des caséines au froid, entraînant des rendements moins

élevés en fabrication fromagère

- déficit en agglutinine, qui rendrait difficile son écrémage, surtout à froid

- stabilité plus faible lors du chauffage

- structure plus lâche lors de la coagulation acide (yaourt), donc une

fermeté plus basse.

- des taux d’acides gras à courte et moyenne chaine plus élevés, en

particulier deux fois plus d’acide caprique, caproïque et caprylique associé au goût

« chèvre »

- rapport acide laurique sur acide caprique unique (12/10), plus bas

(0.46 vs 1.16).

- des taux plus bas d’acide orotique et plus élevés d’éthers glycerol

- sensibilité plus élevée à la lipolyse spontanée due à des différences de

localisation de la lipase

- taux de cholestérol plus bas (11/14 mg/100g)
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- la β-caséine est la caséine majeure avec 58 % des caséines (αS1 avec

38 % dans  le lait de vache), suivie par la -caséine (tableau 4) La quasi –absence de

l’αS1l-caséine fait que les sujets allergiques uniquement à cette protéine supportent

souvent le lait de chèvre.

- taux d’azote non protéique plus élevé (8.7 % vs 5.2 %)

- quantités d’enzymes différentes (exemples : ribonucléase,

phosphatase, xanthine oxydase, lipase)

- plus de calcium, potassium, phosphore, magnésium et chlore ; moins de

sodium et de sulfure.

Caractéristiques nutritionnelles/santé

D’après Park, (2006), le lait de chèvre joue un rôle éminent dans l’alimentation

infantile dans de nombreux pays, en  particulier les pays méditerranéens et du Moyen-

Orient. En particulier, le lait de chèvre est consommé dans les régions où il n'est pas

concurrencé par le lait de vache, que les populations jugent supérieur. Il est vrai que dans

certains de ces pays il est plus facile d’élever des chèvres que des vaches ( Haenlein, 2004 ;

Park , 2006).

Le lait de chèvre présente des teneurs intéressantes pour de nombreux nutriments,

excepté pour la vitamine B12 et l’acide folique, pour lesquels il est recommandé une

supplémentation du lait pour les nourrissons. Il présente des avantages par rapport au lait de

vache du fait de sa plus grande digestibilité (en particulier de la matière grasse et des

protéines), de sa meilleure capacité tampon (utile en cas d’ulcère de l’estomac), et de la plus

grande disponibilité de ses nutriments (exemple : le fer). Il est ainsi recommandé en

médecine et nutrition humaine (Park et al, 2006).

Des études ont montré que d’une manière générale le lait de chèvre est moins

allergisant que le lait de vache. La consommation de lait de chèvre au lieu de lait de vache a

réduit de 30 à 40 % le nombre d’enfants allergiques d’après la plupart des études (Haenlein,

2004). Il y a un besoin de recherches médicales robustes pour valider les nombreux effets

bénéfiques décrits pour le lait de chèvre. En particulier, les teneurs particulières du lait de

chèvre en acides gras à courte et moyenne chaines n’ont pas encore fait l’objet d’études,

malgré leurs vertus reconnues pour le traitement de nombreuses maladies (Haenlein, 2004).

Sur la base des caractéristiques biologiques, nutritionnelles et métaboliques, une revue

récente (Lopez-Aliaga et al, 2010) suggère que le lait de chèvre peut être un excellent

aliment naturel dans les cas du syndrome de malabsorption causé par la résection de

l’intestin.
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I-5 4. Lait de Jument

D’après Park et al. (2006).

Les données portent essentiellement sur le lait des animaux de trait, même si les races de

sport commencent à faire l'objet d'études.

Le lait de jument a une saveur de noix de coco avec un léger goût sucré d’herbe

sauvage. Le lait de jument n’est pas un lait très étudié

Caractéristiques physiques et (bio)chimiques

Le lait de jument contient les mêmes constituants de base que celui de toutes les

espèces de mammifères, mais se différencie nettement de celui des autres herbivores

domestiques exploités pour leur production laitière (bovin, ovin, caprin) par des teneurs en

minéraux, en matière azotée et en lipides plus faibles (tableau 2) et surtout de qualité très

différente (tableau 5). C’est un des laits les plus pauvres en matière sèche (tableau 2) (moins

de 12 %), ce qui le rend peu apte à la transformation fromagère.

Comme pour le lait de femme, l’énergie provient pour 50% de lactose et 25% des

protéines ce qui explique sa valeur énergétique plus faible (480 Kcal en moyenne) que celle

des laits humains et d’autres mammifères domestiques riches en lipides.

Près de 90 pour cent des matières azotées sont sous forme de protéines et la

composition en acides animés des protéines totales de ce lait s'écarte en partie de celles des

laits des autres espèces. Seulement 50 pourcent de l'azote du lait est sous forme de

caséines, alors que ce pourcentage est de l'ordre de 80 pour cent chez la vache, la

bufflonne, la chèvre et la brebis. Le lait de jument ne contient que 11 g de caséines en

moyenne par litre contre 25 g pour le lait de vache.

Il contient peu de lipides (le tiers de ce que contient le lait de vache). De plus, ses

lipides sont moins riches en triglycérides (81 % vs 97 %) et plus riches en phospholipides et

acides gras libres que le lait de vache. Enfin, il contient des niveaux particulièrement élevés

en acide gras polyinsaturés.

Sa teneur en vitamine C varient selon les auteurs d’un facteur supérieur à 10, ce qui

rend les comparaisons difficiles. Il semble que le stade de lactation soit un facteur important

de variation.

Son pH est particulièrement élevé (tableau 3).

Caractéristiques nutritionnelles/santé

L'intérêt porté au lait de jument tient à la fois à son utilisation comme matière

première pour la fabrication de boissons fermentées gazeuses, comme le koumis, qui sont

des aliments traditionnels en Asie Centrale et dans le Caucase, et à son utilisation comme

aliment de remplacement en pédiatrie, en raison des ressemblances de composition existant

entre le lait de jument et le lait humain. Ce lait, consommé frais ou fermenté, a des propriétés

diététiques et peut-être thérapeutiques intéressantes, qui connaissent un regain d’intérêt, en
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particulier en Europe. De tous les laits d’animaux domestiques, le lait de jument, de par sa

composition chimique, en particulier sa teneur élevée en lactose, basse en azote et son ratio

caséine/(protéines solubles) bas, est celui qui se rapproche le plus du lait de femme; à ce

titre, il a été employé comme substitut du lait de femme. Il est aussi prescrit pour traiter

certaines pathologies humaines, sur la foi de pratiques ancestrales plus que sur celles

d’expérimentations scientifiques.

Ses principales qualités citées sont sa richesse en nutriments essentiels, acides gras

poly insaturés et vitamine C, sa pauvreté en matière grasse (tableau 2), et sa grande

digestibilité (lait albumineux).

I-5 5. Lait de chamelle à une bosse D’après El-Agamy (2006) et Al Hadj et Al

Kanhal (2010)

C'est un liquide blanc, doux, légèrement âpre, qui peut avoir un goût salé ou amer

avec certains types d’alimentation des chameaux.

Caractéristiques physiques et (bio)chimiques

Le chameau est par excellence un animal adapté aux conditions de sécheresse et la

composition du lait de chamelle reflète les conditions de vie de l'animal.

Globalement, sa composition est relativement proche de celle du lait de vache.

Cependant, il présente un certains nombres de particularités :

- ses micelles de caséines ont des tailles variables, avec des micelles

plus grosses que celles de vache, brebis, chèvre et buffle, à cause du faible taux en

κ-caséine, ce qui augmente le temps de coagulation et rend le coagulum moins ferme

- -l’α–lactalbumine et la beta-caséine sont les protéines majeures des

caséines et du sérum, respectivement (tableau 4).

- La β-lactoglobuline est absente (tableau 4)

- sa k-caséine ne présente pas le même site de coupure pour la

chymosine bovine que celle du lait de vache, ce qui rend l’emploi de chymosine

bovine inopérant en fabrication fromagère. Seule la pepsine contenue dans la

présure bovine assure la coagulation. La chymosine cameline, par contre, est active.

- Les systèmes protecteurs lysozyme, lactoferrine et immunoglobulines

sont en quantités supérieures à, et plus thermotolérantes que, celles des laits de

vache, brebis et chèvre ; le lysozyme a une action sur S. typhimurium et pas d’action

sur Lc. lactis, au contraire du lysozyme de lait de vache.

- Il s’acidifie spontanément moins vite que le lait de vache à température

ambiante; trois causes sont proposées : la présence des quantités plus importantes

d’agents antimicrobiens, et/ou un taux plus bas de microflore acidifiante indigène,

et/ou la présence signalée d’un inhibiteur potentiel de protéases.
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- Des globules gras de taille inférieure à celles des lais de vache, brebis,

chèvre, conduisant à un mauvais écrémage

- Les acides gras à courte chaine (C4-C12) sont en plus faible quantité

que dans les laits de vache, et surtout de chèvre et de mouton, conduisant à des

températures de fusion et de solidification plus élevées de la matière grasse (42 °C et

30,5 % vs 33 °C et 23 °C pour le lait de vache) et à des températures de 20 °-25 °C

au lieu de 8 °C-12 °C pour baratter le beurre. Les acides gras insaturés et C16:1 sont,

par contre, en plus forte quantité

- son contenu en minéraux est proche de celui du lait de vache (table 5),

sauf pour le citrate (128 mg/100 ml vs 160 mg/100ml pour le lait de vache)

- il se distingue du lait de vache par des teneurs élevées en vitamine B3

et vitamine C (tableau 6), similaire à celles du lait de brebis.

- son pH est bas comparé à celui des laits de vache, brebis et chèvre

(table 3).

Caractéristiques nutritionnelles/santé

Le lait est le plus souvent consommé frais ou fermenté, et parfois transformé en

beurre, fromage et lait pasteurisé.

Il a une place importante dans l'alimentation des populations nomades des zones

arides et semi-arides. Le lait de chamelle est réputé avoir des vertus thérapeutiques pour les

maux de ventre, les diarrhées, les désordres hépatiques, le diabète juvénile (présence d’une

protéine ressemblant à l’insuline détectée dans le lait de chamelle), etc.
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Tableau 3 : Caractéristiques physiques (valeurs moyennes) des laits de quatre
espèces de mammifères [http://www.fao.org/docrep/t4280f/T4280F07.htm, avec énergie du

lait de jument de Park et al. (2006); pH du lait de jument de El-Agamy (2006); lait de

chamelle de El-Agamy (2006); et index tampon et moyenne pH de El-Agamy, (2006)]; avec,

par composé, valeurs les plus élevées en gras, les moins élevées en italiques

Espèces
Caractéristiques Vache(jument) Chamelle Chèvre Brebis
Energie (kcal/litre) 705 (480) 665 600-750 1 100
Densité du lait entier à 20 °C 1,028-1,033 1,025-1,038 1,027-1,035 1,034-1,039
Point de congélation (°C) -0,520--0,550 -0,580 -0,550--0,583 -0,570

pH-20°C 6,60-6,80
6,68*(7.01)

6,20-6,82
6.55*

6.45-6,60
6.70*

6,50-6,85
6.79*

Acidité titrable (g/kg) 1,5-1,7 1,5 1,4-1,8 2,2-2,5
Tension superficielle du lait
entier à 15 °C(dynes cm)

50 - 52 45-49

Conductivité électrique à 25
°C (siemens)

45 x 10-4 46 x 10-4 43-56 x 10-4 38 x 10-4

Indice de réfraction 1,45-1,46 - 1,35-1,46 1,33-1,40

Viscosité du lait entier à 20
°C (centiPas)

2,0-2,2 2,2-2,35 1,8-1,9 2,86-3,93

index tampon
max pH 5;2
min

0.034
0,006

0,060-0,062
0,011-0,012

0,043
0,006

0,049
0,007

Note: Le signe «-» signifie que les données font défaut ou sont sujettes á caution. * , pH

moyen
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Tableau 4 : Composition moyenne en g/litre et distribution des protéines dans le lait
de quatre espèces de mammifères [http://www.fao.org/docrep/t4280f/T4280F07.htm, avec

données caséines du lait de chèvre de Park (2006); données caséines de jument de Park et

al. (2006); et données du lait de chamelle de Al-Hadj et Al Khanhal (2010) et El-Agamy

(2006)] avec, par composé, valeurs les plus élevées en gras, les moins élevées en italiques

Espèces
Protéines (g/l) Vache Jument Chèvre Brebis Chamelle
α-lactalbumine 1,5 (25%) 2,30 (26%) 2,0(25%) 1,3 (10%)  5,0
ß-lactoglobuline 2,7 (45%) 5,30 (59%) 4,4 (55%) 8,4 (67%) absente

Albumine sérique 0,3 (5%) 0,20 (2%) 0,6 (7%) 0,6 (5%) -
Immunoglobulines 0,7 (12%) 1,10 (13%) 0,5 (6%) 2,3 (18%) -
Protéose-peptone 0,8 (1 3%) - 0,6 (7%) - -

Total des protéines
solubles (100%)

6,0
(100%)

9,00
(100%)

8,10
(100%)

12,6
(100%)

6,3-8,0
(100%)

Caséine αS 12,0 (46%) (46,6 %) (25,8 %) 21,0 (47%) (31,5 %)

Caséine ß 9,0 (36%) (45,6 %) (54.8 %) 16,1 (36%) (65 %)
Caséine κ 3,5 (13%) (7.7 %) (20.4 %) 4,5 (10%) 3,5 %

Caséine γ 1,5 (6%) (3.1 %) - 3,0 (6%) -
Total des caséines
(100%)

26,0
(100%)

10,7
(100%)

15,8-26,0
(100%)

44,6
(100%)

16,3-27,6
(100 %)

Protides totaux 32,0 22,60 34,1 57,2 32,0
-, valeurs absentes
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Tableau 5: Teneurs en minéraux (g/litre) des laits de cinq espèces de mammifères
(http://www.fao.org/docrep/t4280f/T4280F07.htm, avec valeurs moyennes fer, cuivre et

manganèse du lait de brebis de Haenlein et Wendorff (2006); pour les valeurs du lait de

chamelle de El Agamy (2006) et Al Hadj (2010)] avec, par composé, valeurs les plus élevées

en gras, les moins élevées en italiques

Minéraux (mg/litre) Vache Chamelle Jument Chèvre Brebis
Sodium (g/kg) 0,50 0,56 0,19 0,37 0,42

Potassium (g/kg) 1,50 1,44 0,68 1,55 1,50

Calcium(g/kg) 1,25 1,29 1,10 1,35 2,0
Magnésium(g/kg) 0,12 0,12 0,085 0,14 0,18
Phosphore (g/kg) 0,95 0,87 0,55 0,92 1,18
Chlore (g/kg) 1,00 1,42 0,30 2,20 1,08*

Fer (mg/kg) 0,20-0,50 0,59 0,55 0,8

Cuivre (mg/kg) 0,10-0,40 0,28 0,40 0,4

Zinc (mg/kg) 3-6 5,3 2,00 5,60 5,7

Manganèse (mg/kg) 0,10-0, 30 0,5 0,5 0,32 0,07

Molybdène (mg/kg) 0,070 - - -

Aluminium (mg/kg) 0,6-1 - - - -

Iode (mg/kg) - - 0,02 - -
Notes: Les valeurs sont des valeurs moyennes ou dans quelques cas des valeurs extrêmes.

Le signe «-» indique que les données font défaut ou sont sujettes à caution.

*, valeur El–Agamy, 2006
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Tableau 6 : Teneurs en vitamines des laits (mg/l) de cinq espèces de mammifères
[http://www.fao.org/docrep/t4280f/T4280F07.htm, avec vitamine C du lait de chèvre de Park

(2006); vitamines A et C du lait de jument de Park et al (2006); vitamines B et C du lait de

chamelle de El–Agamy (2006)] ; avec, par composé, valeurs les plus élevées en gras, les

moins élevées en italiques

Vitamines (mg/l) Vache Chamelle Jument Chèvre Brebis

B1

thiamine

0,42 0.33-0,60 0,28 0,41 0,85

B2

riboflavine

1,72 0,42-0,80 0,38 1,38 3,30

B6

piridoxine

0,48 0,52 - 0,60 0,75

B12

cobalamine

0,0045 0,002 - 0,0008 0,006

B3

acide nicotinique

0,92 4-6 0,70 3,28 4,28

B9

acide folique

0,053 0,004 - 0,006 0,006

C 18 24-52 17.2*-145 12.9 47,0

A 0,37 0,37-1,26 0.34 0,24 0,83

ß-carotènes 0,21 0,16-0,46 - <0,10 0,02

Notes: Les valeurs sont des valeurs moyennes ou, dans quelques cas, des valeurs

extrêmes.

* : Park et al 2006

Le signe «-» indique que les données font défaut ou sont sujettes à caution.
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II BACTERIES LACTIQUES (LAB)

II.1 Définition
Les LAB ont été définies d’après leur capacité à produire de l’acide lactique en

fermentant les oses. Les LAB, en tant que lactobacillales, sont des bacilles ou coques à

Gram positif, non sporulés, habituellement aéro-anaérobies et catalase négative. Les

nombreux genres et espèces qui constituent ce groupe présentent une grande diversité de

caractéristiques physiologiques. Cela se traduit par l'existence entre genres, espèces et au

sein des espèces, de nombreuses souches possédant des propriétés technologiques

différentes.

II.2 Caractéristiques d’intérêt technologique pour les produits laitiers
Toutes les LAB ont un métabolisme fermentaire et sont dépourvues de chaîne

respiratoire ayant comme accepteur terminal l’O2. Néanmoins, beaucoup sont capables de

se servir de l’O2 (ou de son dérivé l’H2O2) pour réoxyder le NADH (Condon, 1987).

Production d’acides organiques en grande quantité
Le catabolisme fermentaire des hexoses conduit chez les LAB à un fort abaissement

du pH extracellulaire par la production en grande quantité d’acide lactique et, chez certaines

espèces, de CO2, ce qui est recherché dans la production des produits alimentaires, en

particulier des produits laitiers. Le lait contient des quantités substantielles du diholoside

lactose, qui, hydrolysé, donnent les deux hexoses glucose et galactose. La fermentation du

galactose est variable selon les espèces et les souches d’une espèce de LAB (exemple :

présente chez certaines souches de Lactococcus lactis, et absente de toutes les souches de

Streptococcus thermophilus).

Le catabolisme du lactose s’effectue en trois étapes. (figures 7 et 8) :

- Transport du lactose à travers la membrane cellulaire.

- Hydrolyse du lactose en oses (glucose et galactose)

- Catabolisme des hexoses selon la voie homo- ou hétérofermentaire.

Les oses sont avant tout indispensables aux LAB elles mêmes comme sources

d’énergie et de carbone.

Le catabolisme des hexoses se fait par :

- La voie des pentoses-phosphate quand les LAB sont hétérofermentaires strictes

(figure 8)

- La voie de la glycolyse ou voie d’Embden Meyerbof Parnas (figure 7) quand les LAB

sont homofermentaires strictes ou facultatives. Les LAB homofermentaires facultatives,

contrairement aux LAB homofermentaires strictes, sont capables de cataboliser les pentoses
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par la voie des pentoses-phosphate ; la fermentation des pentoses est donc hétérolactique,

d’où le terme facultatif. Par ailleurs, les LAB homofermentaires strictes et facultatives

peuvent avoir un métabolisme hétérofermentaire des hexoses dans certaines conditions

(exemple : figures 10 et 11). Le  métabolisme du pyruvate peut alors conduire aux différents

produits indiqués sur la figure 12.

La fermentation des hexoses est dite homolactique si l’acide lactique est le seul

composé produit. Les hexoses sont alors dégradés par la voie  glycolytique  en pyruvate =

voie d’Ebden-Meyer hoff-Parnas(EMP)  (figure 7).

La fermentation des hexoses est dite hétérofermentaire si, à côté de l’acide lactique,

d’autres composés sont aussi   produits tels que l’acide acétique, le CO2 , l’éthanol et l’acide

formique  Les hexoses empruntent alors soit la voie des pentoses-phosphate (cas des LAB

hétérofermentaires stricts) soit la voie de la glycolyse mais le pyruvate produit n’est pas

intégralement transformé en lactate (existence d’autres voies de réoxydation du NADH, cas

des LAB homofermentaires strictes ou facultatives).
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Figure : 7 métabolisme du lactose chez les bactéries lactiques par la voie homofermentaire

de la glycolyse (Fox et al., 2000).
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Figure 8 : métabolisme du lactose chez les bactéries lactiques par la voie hétérofermentaire

des pentoses-phosphate (Fox et al., 2000)
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Figure 9: Voies homofermentaire/homolactique (glycolyse + LDH, rectangle gauche) et

hétérofermentaire/hétérolactique (voie des pentoses-phosphate, fond gris) (Raynaud, 2006)

La fermentation des hexoses ne conduit pas aux mêmes produits terminaux selon la

voie métabolique utilisée par l’espèce de LAB. Par la voie glycolytique, quatre molécules de

lactate peuvent au maximum être produites par molécule de lactose consommée (= il

n’existe pas d’autres voies pour réoxyder le NADH), alors que par la voie des pentoses-

phosphate deux molécules de lactate, deux molécules d’éthanol et deux molécules de CO2

peuvent au maximum être produites par molécule de lactose consommée (= il n’existe pas

d’autres voies pour réoxyder le NADH).
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Figure 10 : Voie hétérofermentaire facultative des hexoses chez Lactococcus lactis

(Raynaud, 2006). GAPDH, glycéraldéhyde-3-phosphate deshydrogénase; PFL: pyruvate

formate lyase; LDH: lactate deshydrogénase; FBP, fructose di phosphate, DHAP, dihydroxy-

acétone phosphate; GAP, glycéraldéhyde-3-phosphate
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Figure 11 : Voie schématisée de la conversion du pyruvate par Lc. lactis en condition

aérobie à pH acide (Lopez de Felipe et Hugenholtz,1999)

Figure 12 : Métabolisme du pyruvate (Raynaud, 2006). Toutes ces enzymes, excepté la LDH,

n’existent pas forcément chez toutes souches de LAB



Synthèse bibliographique Chapitre II : Bactéries lactiques

31

L’accumulation d’acide produit à partir des hexoses conduit à l’acidification des

produits fermentés. Cette acidification a lieu dès les premières heures de fabrication.

L’acidification (degré et vitesse) des produits laitiers détermine (a) les caractéristiques

texturales du produit fini via la coagulation quand elle se fait par voie acide, le degré de

minéralisation du lait et la quantité de chymosine retenue (b) les qualités sanitaires, de

conservation et organoleptiques du produit fini en inhibant les bactéries pathogènes ou

d’altération et en régulant, via les valeurs de pH, l’activité des autres microorganismes

présents et des enzymes non microbiennes.

L’acide lactique produit peut servir de substrat à d’autres microorganismes, levures,

et bactéries (figure 13).

Figure 13 : Métabolisme du lactate dans le fromage en cours d’affinage (McSweeney et Fox,

2004)

Protéolyse
De part leur taille et leur charge, les protéines et les oligopeptides du lait nécessitent

la présence de protéases capables d’hydrolyser les protéines natives du lait comme les

caséines (protéolyse primaire), et la présence de protéases et peptidases capables

d’hydrolyser des peptides issus de la protéolyse primaire (protéolyse secondaire). Le

système protéolytique des bactéries lactiques joue un rôle essentiel dans la protéolyse

secondaire des produits laitiers.
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Dans les produits laitiers, la protéolyse :

- (a) permet la croissance des bactéries par la fourniture d’azote aminé

dont elles ont besoin, Après utilisation des acides aminés et des peptides libres

présents en petite quantité dans le lait, les bactéries lactiques doivent hydrolyser les

protéines en peptides assimilables (de petite taille) et en acides aminés pour croître

dans le lait (exemple : voir lactocoques),

- (b) contribue au développement de la texture (en hydrolysant la

matrice protéique, en diminuant l’aw par fixation de l’eau sur les groupements

carboxyles et aminés libérés par l’hydrolyse des ponts peptidiques, et en augmentant

indirectement le pH par libération d’ammoniac à partir des acides aminés)(Upadhyay

et al, 2004).

- et (c) contribue au développement de la flaveur de ces produits (en

libérant des peptides et des acides aminés directement aromatisant, en hydrolysant

des peptides amers libérés à partir des caséines, en libérant des acides aminés

précurseurs de composés d’arôme, et en facilitant la libération des composés

sapides de la matrice lors de la mastication (Upadhyay et al., 2004).

Production de composés liés aux caractéristiques sensorielles
La fermentation hétérolactique des hexoses par les LAB peut fournir des quantités

substantielles de CO2 et de précurseurs d’ arôme ou de certains composés d’arôme tels que

l’éthanol, l’acétaldéhyde, le diacétyle, contribuant à l’élaboration de la texture (CO2) et de la

flaveur des produits fermentés (figures 11 et 12) L’éthanol est un précurseur de composés

d’arôme de la classe des esters. La co-fermentation du citrate et des hexoses, réalisée par

certaines LAB (McSweeney and Fox, 2004) permet d’augmenter les quantités de ces

composés, dans des proportions différentes selon les conditions de culture, oxygénation ou

non et hexoses limitant ou non (Hugenholtz, 1993),(Lopez-De Felipe et al, 1997). Le citrate

est présent à des concentrations de 4 et 10 mM dans le lait et est tout d’abord transformé en

pyruvate (figure 14).
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Figure 14 : Métabolisme du citrate par les souches citrate-positive chez les lactocoques et

les entérocoques (Mc Sweeney et Fox, 2004)
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La protéolyse, comme indiqué dans le paragraphe protéolyse, peut aussi fournir des

quantités substantielles d’acides aminés composés d’arôme en eux-mêmes et précurseurs

d’arôme tels que des alcools, des aldéhydes, des esters, et des composés soufrés (tableau

7).

Tableau 7 : Nom et nature chimique des principaux composés d’arômes principaux dérivés

de la méthionine, des acides aminés à chaîne ramifiée et des acides aminés aromatiques

(Curtin et McSweeney, 2004).

Les LAB possédent, de façon variable selon les souches/espèces/genres, les

activités nécessaires à ces catabolismes d’acides aminés (figure 15).
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Figure 15 : Voies du catabolisme des acides aminés chez différents microrganismes et

certaines réactions chimiques (lignes pointillées) survenant dans les fromages en cours

d’affinage (Curtin et Mc Sweeney, 2004)
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II.3 Taxonomie
http://www.bergeys.org/outlines.html

Les bactéries lactiques appartiennent au phylum des firmicutes et à cinq des six

familles de l’ordre des lactobacillales (pas la famille II) (figure 16).

Figure16 : Taxonomie des bactéries lactiques (Ludwig et al., 2009), basée sur la

comparaison des séquences d’ADN 16rDNA

Nous allons maintenant présenter les trois genres de LAB retrouvés parmi les coques

isolés lors de ce travail. Les lactocoques ont fait l’objet de nombreux travaux, les

leuconostocs et les entérocoques beaucoup moins. Les lactocoques sont toujours l’objet de

nombreux travaux, en particulier sur leur métabolisme. Les leuconostocs ne font plus l’objet

de travaux. Les entérocoques font encore l’objet de nombreux travaux, en particulier sur leur

inocuité, car ils pourraient participer à l’élaboration des caractéristiques sensorielles de

produits laitiers, mais ne sont pas reconnus comme GRAS (Generally-Recognized As Safe)

(Ogier et Serror, 2008).
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II.4 Genre Leuconostoc

Le genre Leuconostoc a été défini en 1878 par van Tieghem; le mot  leuconostoc

vient  de l’association de leukos qui veut dire clair avec Nostoc qui est une cyanobactérie,

signifiant donc Nostoc incolore. Il appartient à la famille V des lactobacillales aux côtés des

genres Weisella et Oenococcus (figure 16). Les premières souches ont été isolées lors

d’accidents apparus dans des raffineries de sucre. Les leuconostocs se présentent sous

forme de cellules sphériques immobiles, souvent lenticulaires après culture sur gélose,

regroupées par deux ou en chaînes.

Genome.jgi-psf.org              kcms.daegu.ac.kr             visualphotos.com
Figure 17 : Images de Leuconostoc …..

Habitat et rôle
Les leuconostocs sont naturellement présents sur les végétaux. On les retrouve dans

le lait, sur les végétaux cultivés (en particulier la betterave à sucre d’où leur ancien nom de

Betacoccus) et, comme bactérie levain ou  naturelle,  dans de nombreux produits fermentés

laitiers, carnés, végétaux (choucroute, olives, ensilage) et de panification (tableau 8).

Tableau 8 : Aliments fermentés qui peuvent contenir les leuconostocs (Hemme et Foucaud-

Scheunemann, 2004)
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On les retrouve en particulier des de nombreux laits fermentés et de nombreux

fromages fabriqués à partir de lait cru de vache, brebis ou chèvre (Devoyod et Poullain,

1988).

Leur métabolisme gazogène est responsable de l’ouverture de certaines variétés de

fromages, par exemple les fromages à pâte persillée. Ils ont été associés à des défauts de

présentation, gonflement, de certaines variétés de fromages (Devoyod et Poullain, 1988).

Leur métabolisme du citrate et des oses participent à l’aromatisation des produits laitiers

fermentés. Leur production d’acide acétique, de diacétyl et de CO2, en inhibant les bactéries

psychrotrophes, permettrait d’augmenter la durée de vie de fromages (Vedamuthu, 1994). Ils

provoquent des altérations dans les boissons sucrées et les sirops, mais ils ne sont ni

hémolytiques ni pathogènes. Les leuconostocs, cités parfois comme des pathogènes

opportunistes chez l’homme, sont cependant reconnus comme inoffensifs et peuvent donc

être utilisés pour fermenter des produits laitiers (Ogier et Serror, 2008).

Leur utilisation a décliné au niveau mondial du fait de la désuétude des beurres

maturés dans les pays développés et de l’abandon de l’association entre

lactocoques/leuconostoc, nécessaire pour profiter des fonctions des leuconostocs, au profit

de l’utilisation de Lc lactis biovar diacetylactis, qui remplit avec une seule souche les mêmes

fonctions.que l’association  Cependant Vedamuthu (1994) souligne que Lc. lactis ne remplit

pas aussi bien les rôles d’acidification et d’aromatisation que certaines associations

+lactocoques/leuconostocs dans la production de beurre fermentés.

Caractéristiques physiologiques et métaboliques
Les leuconostocs sont généralement mésophiles, avec une  température optimale de

croissance de 25 - 30°C ;( Garvie ,1967), et anaérobies facultatifs ; Cependant, l’espèce L

carnosum, isolée de viandes fraîches lors de leur conservation, est une bactérie anaérobie

ayant une température optimale de croissance de 2°C.

Ils ne produisent pas d’ammoniac à partir d’arginine,  et sont hétérofermentaires

stricts, produisant  à partir des glucides de l’acide lactique du type (D), du CO2, de l’éthanol

et parfois même de l’acétate (figure 17). Leur pouvoir protéolytique est  nul. Ils sont

intrinsèquement résistants à la vancomycin (Hodwitz et al, 1987; Dyas et

Chauhan, 1988).

Ils sont exigeants du point de vue nutritionnel (acides aminés et vitamines). En

particulier, les leuconostocs laitiers nécessitent pour leur développement les trois acides

aminés branchés et la glutamine (Hemme et Foucaud-Scheunemann, 2004), ainsi que les

vitamines acide nicotinique, biotine, thiamine et acide pantothénique (Garvie ,1967). Seule,

l’espèce Lc. lactis est capable d’acidifier le lait ; au contraire, l’espèce L. mesenteroides
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n’acidifie le lait que très lentement (Garvie, 1960) ou en présence d’extrait de levures

(Sandine et al, 1962).

Dans le lait, L. mesenteroides fonctionnent obligatoirement en association avec les

lactocoques, qui initient leur croissance (Vedamuthu, 1994). En association, les lactocoques

acidifient et les leuconostocs produisent des composés volatils à partir du citrate. Les

lactocoques peuvent donc apporter aux leuconostocs des nutriments qui manquent à ces

derniers dans le lait. A noter que cette association bénéfique a été décrite au profit de

quelques souches de L. mesenteroides subsp. cremoris seulement parmi plusieurs testées

(Vedamuthu, 1994). Ainsi, les leuconostocs servent peu à acidifier, mais sont

complémentaires des lactocoques pour les caractéristiques sensorielles du produit laitier fini

(ouverture et flaveur). Par exemple, Keenan et al., 1966, L. citrovorum s’appelle actuellement

L. mesenteroides subsp. cremoris et les streptocoques lactiques sont des lactocoques) ont

montré l’importance des interactions lactocoques /leuconostocs et du maintien d’un certain

rapport entre les leuconostocs et les lactocoques pour que les leuconostocs puissent

exprimer pleinement leur métabolisme lors de la transformation de l’acétaldéhyde en

éthanol.

L. mesenteroides subps. cremoris est utilisé comme levain pour le beurre, la crème et

les fromages frais, mais n’a aucun intérêt pour les autres fromages car il ne peut pas s’y

maintenir et s’y développer (Hemme et Foucaud-Scheneumann, 2004); dans les fromages, il

est préférable d’ensemencer au moins 107 cellules de L. mesenteroides subps. dextranicum

ou mesenteroides / ml de lait, ou 106 cellules/ ml de lait puis de faire maturer le lait pendant

15 h à 13 °C (Hemme et Foucaud-Scheneumann, 2004). Même ainsi et en présence de

lactocoques, L. mesenteroides subps. dextranicum ou mesenteroides ne se multiplient pas

ou peu dans le lait puis le caillé.

Par ailleurs, les leuconostocs laitiers ont besoin de traces de manganèse pour avoir

une croissance et une production de composés de flaveur correcte (Vedamuthu, 1994).

Les leuconostocs possèdent un métabolisme de l’O2, revue par Hemme et Foucaud-

Scheunemann (2004) qui leur permet de se développer plus vite, d’atteindre une biomasse

plus importante et de  réduire les quantités d’éthanol produites au profit de celles d’acétate.

Les leuconostocs produisent des composés d’arôme à partir du métabolisme des

hexoses et du citrate (éthanol, CO2, acétaldéhyde) diacétyl donnant le goût de beurre) avec

des équilibres différents selon les conditions (présence d’O2, etc.) (figure19). De l’équilibre

entre les différents composés d’arôme dépend l’apparition ou non de défauts de flaveur et

d’une production excessive de gaz (Vedamuthu, 1994). L’excès d’acétaldéhyde est par

exemple responsable du défaut de « vert ».
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Figure 18 : Représentation schématique du flux de carbone et énergie dans les voies

centrales du métabolisme de divers oses par L. mesenteroides (Dols et al., 1997)
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Figure 19 : Schéma simplifié du cométabolisme sucre-citrate de Leuconostoc mesenteroides

(Bourel et al, 2001)

Certains leuconostocs (c’est le cas de L. mesenteroide subsp. mesenteroides et

subsp dextranicum) produisent du dextrane à partir de saccharose  (figure 19). Cette

propriété est utilisée pour les isoler et les caractériser. Elle n’a aucun intérêt pour les produits

laitiers.
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Taxonomie :
Ce genre regroupe actuellement 13 espèces, dont l’espèce Leuconostoc.mesenteroides (cf.

liste sur figure 20 à laquelle il faut ajouter une espèce récemment décrite par Lee et al,

(2012).

Leuconostoc.mesenteroides est la seule espèce à posséder des sous-espèces, au

nombre de 4  actuellement : Leuconostoc.mesenteroides subsp cremoris, Leuconostoc

mesenteroides subsp dextranicum, Leuconostoc mesenteroides  subsp mesenteroides.

et Leuconostoc mesenteroides subsp suionicum, proposée et décrite en 2012.

Cette nouvelle sous-espèce se distingue en particulier des autres sous-espèces par

son empreinte génétique avec les amorces (GTG)5 (Gu et al, 2012).

Figure 20 : Arbre montrant les relations phylogénétiques entre les espèces de leuconostocs

selon leur séquence 16S rDNA (Gu et al, 2012)

Les espèces couramment trouvées dans le lait et les fromages fabriqués au lait cru

sont les espèces L. mesenteroides, avec les sous-espèces dextranicum et mesenteroides,

puis L. citreum (Cibik et al, 2000).

Isolement et identification des leuconostocs laitiers
Il n’existe aucun milieu sélectif. On utilise communément la capacité à consommer le

citrate, ou la capacité à résister à la vancomycine (milieu MRS + vancomycine  (Mathot et al,

1994) ou la capacité à produire du dextrane à partir de saccharose (milieu MSE; Mayeux et

al, 1962). Par exemple, L. lactis et L. mesenteroides subsp. cremoris n’en produisent pas.
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Tableau 9: Principaux phénotypes différenciant le genre Leuconostoc d’autres bactéries

lactiques (Bergey’s Manual, 2009). Les espèces L. palmae, L. miyukkimchii et L. holzapfelii

manquent. Au contraire, les espèces L. argentinum, L. fructosum, L. durionis et L. ficulneum

n’existent plus.
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Tableau 10 : Caractères phénotypiques différenciant les espèces de leuconostocs (Bergey’s

Manual, 2009). Entre temps, L. paramesenteroides a été reclassifié et n’est plus un

leuconostoc
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Tableau 11 : Caractères phénotypiques différenciant certaines espèces de leuconostocs

(Farrow et al., 1989). Entre temps, L. paramesenteroides a été reclassifié et n’est plus un

leuconostoc.

Si l’isolement a été fait sur MRS + vancomycin, il est très difficile de distinguer, par

des méthodes phénotypiques simples, les leuconostocs des lactobacilles hétérofermentaires

stricts, qui peuvent être confondus par examen microscopique (Garvie, 1986). Le seul critère

clairement distinctif reste le type d’isomère de l’acide lactique produit (tableau 9), qui doit

être mis en évidence dans un surnageant de culture par un dosage enzymatique coûteux.

Il est aussi impossible de distinguer entre elles les espèces L. mesenteroides, L.

citreum, L. pseudomesenteroides et L. lactis d’après les phénotypes classiquement

recherchés (tableau 10), les profils phénotypiques variant souvent d’une souche à l’autre

d’une même espèce. Les espèces L. mesenteroides et L. pseudomesenteroides sont les

plus difficiles à différencier (tableau 11). La tolérance à 6.5 % de NaCl est présente chez L.

mesenteroides et absente chez L. pseudomesenteroides. Difficile à mettre en œuvre

(incubation prolongée nécessaire, lecture délicate), la résistance au sel conduit à des erreurs

d’identification (Ogier et al., 2008).

Une identification des isolats basée sur l’amplification de séquences d’ADN

spécifiques a été proposée dans les années 2000 (Cibik et al., 2000, Lee et al., 2000).

Depuis, la spécificité des amorces n’a malheureusement pas été réévaluée par rapport aux

nouvelles espèces de leuconostocs décrites, ce qui rend l’utilisation de ces amorces non

fiables sans réexamen de leur spécificité.
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II.5 Genre Lactococcus

Morphologie
Les lactocoques se présentent sous forme de cellules ovoïdes ou sphériques de 0,5

à 1mm de diamètre formant des chaînes de longueur variable (figure 21).

Figure 21 : Lactococcus lactis subsp lactis sous forme de cellules ovoïdes par paire (photo

du haut), et en chainette (photo du bas) selon la souche (Teuber et Geis, 2006)
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Habitat et rôle
Les lactocoques sont trouvés sur les végétaux et dans les produits laitiers (tableau

12).

Les lactocoques se trouvent en grande quantité dans le lait cru et une large gamme

de produits laitiers tels que le beurre et les laits fermentés, et de nombreuses variétés de

fromages (soit parce qu’ils y ont été ajoutés comme levains (tableau 13), soit parce que les

produits laitiers ont été fabriqués à partir de lait cru à des températures favorables au

développement des lactocoques. Les végétaux sont le réservoir naturel des lactocoques

laitiers. Les lactocoques laitiers utilisés depuis longtemps dans les levains ont perdu certains

phénotypes et acquis d’autres phénotypes suite à la domestication de lactocoques issus de

végétaux (Bachmann et al., 2012).

Les lactocoques isolés de végétaux ont, par exemple, la capacité à fermenter une

plus large variété de glucides et à produire plus de composés d’arôme, une autotrophie pour

un nombre d’acides aminés supérieur, et une plus forte tolérance aux stress (Nomura et al,

2006; Tanous et al., 2006; Rademaker et al., 2007; Siezen et al., 2007).

Tableau 12 : Espèces de lactocoques isolées de produits laitiers et de l’environnement des

exploitations agricoles (Teuber et Geis, 2006)
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Tableau 13 : Lactocoques dans des levains destinés à la fermentation des produits laitiers

(Teuber et Geis, 2006)

Dans le domaine laitier, les lactocoques sont directement impliqués dès les premières

étapes dans le processus de transformation de produits laitiers variés tels que le beurre, les

laits fermentés et de nombreux fromages; ils sont toujours présents dans les levains

acidifiants mésophiles, en association ou non avec des leuconostocs et des streptocoques

thermophiles. Certaines activités non identifiées permettent aux leuconostocs de se

multiplier (Hemme et Foucaud-Scheuneman, 2004).

Ils jouent un rôle essentiel dans l’élaboration des caractéristiques de nombreux

produits fermentés, en particulier les produits laitiers, de part leurs activités métaboliques

variées : production/consommation d’acides et de bases, protéolyse des caséines,

biosynthèse de composés d’arôme (cf. LAB §II-2), et réduction du potentiel redox. Le

potentiel redox affecte de nombreuses caractéristiques des produits laitiers en agissant sur

la croissance et les activités des microflores utiles, d’altération et pathogènes, ainsi que sur

la production et la stabilité de composés d’arôme l’O2,une des composantes du potentiel

redox, peut en outre être responsable de la coloration brune de certains fromages (Tachon

et al., 2010).
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Caractéristiques physiologiques et métaboliques

Les lactocoques sont des bactéries mésophiles homofermentaires (figure 22)

produisant la forme L du lactate. Leur température optimale de croissance est de 30 °C. Le

lactate peut constituer 90% des produits de fermentation du lactose. A côté du lactate, le

pyruvate peut conduire à la production de quantités importantes d’autres métabolites (figure

23) dans certaines conditions de culture ou chez certains mutants. Pour leur croissance, les

lactocoques ont généralement besoin d’un apport en certains acides aminés (Ayad .1999)

tels que l’acide glutamique, l’histidine, l’isoleucine, la leucine, la valine, et la méthionine

(Cocaign-Bousquet et al., 1995).

Chez Lc. lactis, la croissance sur lait est diauxique; les deux phases exponentielles

sont séparées par une phase pendant laquelle sont synthétisées les protéases de paroi.

Pendant la première phase exponentielle, Lc. lactis consomme les acides aminés et les

peptides présents dans le lait. Pendant la seconde phase exponentielle, Lc. lactis consomme

les caséines. La capacité à utiliser les caséines (quantité de protéase synthétisée et vitesse

d’hydrolyse des caséines) limite le taux de croissance bactérien (Bruinenberg et al, 1992;

Helinck et al, 1997).
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Figure 22 : Métabolisme du glucose, du lactose et du citrate par Lc. lactis en amont du

pyruvate (Raynaud, 2006)

Figure 23 : Distribution des atomes de carbone dans les métabolites dérivés du pyruvate

chez Lc. lactis (Hofnagel et al., 2002)
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L’utilisation du citrate par Lc lactis est liée à la présence d’un plasmide de 7,9 kb

portant l’information nécessaire au transport du citrate à l’intérieur de la cellule (Kempler et

McKay, 1979).  Elle permet à la cellule de lutter contre l’acidification du cytoplasme (figure

24).

Figure 24 : Cycle du TCA et lutte contre l’acidification du cytoplasme (Raynaud, 2006)

Pour réoxyder le NADH issu du catabolisme des oses, Lc lactis est capable, à côté

de la réduction du pyruvate, d’utiliser l’O2 indépendamment d’une chaine respiratoire, puis

d’autres accepteurs d’électrons de nature inconnue couplés à une chaîne de transport

d’électrons, abaissant ainsi le potentiel d’oxydo-réduction du lait à des valeurs négatives

(figure 25).
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Figure 25 : Représentation schématique du mécanisme de réduction du lait par Lc. lactis

(Tachon et al., 2009)

Après consommation du lactose, certains lactocoques, dont Lc lactis subsp. lactis,

peuvent dégrader l’arginine (tableau 13) par la voie de l’arginine désaminase (figure 26).

C’est une voie énergétique et permettant de lutter contre l’acidification du cytoplasme. Cette

voie permet de produire une molécule d’ATP par molécule d’arginine consommée et de

produire de l’ammoniac. Cette voie est formée de trois enzymes agissant successivement :

l’arginine désaminase(AD), l’ornithine carbamoyl-transferase(OCT) et la carbamate

kinase(CK)
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Figure 26 : Representation schématique du métabolisme de l’arginine chez Lactococcus

lactis (Raynaud, 2006)

Les lactocoques possédent un système protéolytique conséquent (figure 27).

Taxonomie
Les lactocoques comportent actuellement 7 espèces; seule l’espèce Lc. lactis

comporte des sous-espèces, au nombre de 4 actuellement (lactis, cremoris, hordniae, et,

depuis 2011, tructae) (http://www.bacterio.cict.fr/l/lactococcus.html). La sous-espèce lactis

comporte le biovar diacetylactis (utilise le citrate), considérée auparavant comme une sous-

espèce. La sous-espèce hordniae, très proche de la sous-espèce génotypique lactis, ne

fermente pas le lactose (tableau 14). La sous-espèce tructae est très proche de la sous-

espèce génotypique cremoris (Figure 28). A l’inverse des 3 autres sous-espèces qui sont

homofermentaires strictes, elle présente un métabolisme hétérofermentaire facultatif (tableau

14).
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Figure 27 : Représentation schématique du système protéolytique et régulation de

l’expression des gènes du régulon protéolytique de Lc. lactis (Raynaud, 2006)

Figure 28 : Position phylogénétique de la sous-espèce tructae au sein des espèces de

lactocoques d’après les séquences codant le 16S rDNA (Pérez et al, 2011)
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Tableau 14 : Caractéristiques des souches de la sous-espèce tructae et d’autres taxons du

genre Lactococcus (Perez et al., 2011). 1, 2, 3 : Lc. lactis subsp. tructae. Il manque l’espèce

Lc. fujiensis (décrite simultanément en 2011)
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Les espèces Lc. lactis, avec les sous-espèces lactis et cremoris, et Lc. garviae ont

été isolées de produits laitiers.

Jusqu’à maintenant, la différenciation phénotypique des sous-espèces cremoris et

lactis de Lc. lactis était basée sur cinq critères : utilisation de l’arginine, et capacité à croître à

40 °C, en présence de 4% de NaCl, à pH 9.2 et en présence de maltose, ces cinq caractères

étant négatifs pour la sous-espèce cremoris (tableau 15). Le phénotype cremoris est peu

isolé de produits laitiers.

Isolement et identification

Tableau 15 : Différences phénotypiques entre Lc. lactis subsp. lactis et Lc. lactis subsp.

cremoris. (Teuber et al., 1995). Lc. lactis subsp. diacetylactis n’existe plus (= actuellement Lc

lactis subsp. lactis biovar diacetylactis).

Or, avec l’analyse génotypique de l’espèce Lc. lactis, on s’est aperçu que les sous-

espèces génotypiques lactis et cremoris ne sont pas superposables aux sous-espèces

phénotypiques lactis et cremoris décrites antérieurement. Les souches de génotype Lc lactis

subsp. lactis peuvent en effet  avoir le phénotype lactis ou le phénotype cremoris

(Rademaker et al., 2007).Les sous-espèces génotypiques lactis et cremoris peuvent être

distinguées par leurs profils phénotypiques, en se basant sur de nouveaux phénotypiques, à



Synthèse bibliographique Chapitre II : Bactéries lactiques

58

savoir fermentions de substrats carbonés, activités enzymatiques et productions de

composés volatiles (Fernandez et al., 2011). Si les 20 souches étudiées par Fernandez et

al.. (2011) avaient été identifiées sur la base des cinq phénotypiques classiques, elles

auraient été toutes nommées Lc. lactis subsp. lactis (tableau 16), alors que la moitié d’entre

elles présentent le génotype de la sous-espèce cremoris (tableau 16).

Tableau 16 : Caractéristiques phénotypiques des 20 souches sauvages de Lc. lactis subsp.
lactis et subsp. cremoris isolées de laits crus et de fromages fabriqués sans levains
(Fernandez et al., 2011)

Les cinq critères phénotypiques classiques ne sont donc pas valables pour identifier les

sous-espèces de l’espèce Lc. lactis.. Par contre, ils restent pertinents pour caractériser les

souches de Lc. lactis en technologie laitière: le phénotype classique Lc. lactis subsp. lactis

est apprécié pour sa robustesse et sa tolérance à des températures et des concentrations en

sel élevées alors que le phénotype classique Lc. lactis subsp. cremoris est appréciée pour

fabriquer les fromages affinés.

De très nombreuses techniques d’empreintes génétiques permettent de différencier

les sous-espèces de Lc. lactis (Fernandez et al., 2011), en particulier la technique Rep-PCR

avec l’amorce (GTG)5 (Rademaker et al., 2007 ; Svec et Sedlacek, 2008 ; figure 29).



Synthèse bibliographique Chapitre II : Bactéries lactiques

59

Figure 29 : Empreintes Rep-PCR avec amorce (GTG)5 des sous-espèces de Lc lactis (Pérez et

al., .2011)

De même des amorces spécifiques permettent de différencier par PCR les sous-

espèces lactis et cremoris (Beimfohr et al., 1997 tableau17 ).

Tableau 17 : Analyse par PCR et RFLP du gène gadB chez Lc. lactis (Nomura, 2002)
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II.6 Genre Enterococcus

Morphologie
Les entérocoques sont des coques à Gram positif, se présentant de manière isolée

ou en paires ou en courtes chaînes ou en petits amas (Enterococcus canintestini). Leur

morphologie peut varier selon les conditions de culture. Ainsi, à partir d'une culture en

bouillon au thioglycolate, les cellules sont souvent ovales et groupées en courtes chaînes

alors que, prélevées sur un milieu solide, les cellules apparaissent parfois comme des

cocco-bacilles.

Habitat et rôle
Les entérocoques sont des bactéries ubiquistes présentes dans l’intestin de l’homme

et des animaux, dans les eaux usées, dans l'eau douce, dans l'eau de mer, dans le sol et sur

les végétaux. La plupart des espèces du genre Enterococcus participent à la composition

des microflores intestinales. Chez les animaux domestiques, E. durans n’est retrouvé que

dans l’intestin de veaux préruminants et les jeunes poulets, alors qu’E. hirae est

fréquemment isolé de la microflore intestinale de nombreuses espèces domestiques

(Devriese et al., 2002).

On retrouve couramment les entérocoques dans le lait et les produits laitiers, les

produits carnés et de la pêche. Dans les produits laitiers, ils atteignent au maximum des

niveaux de 107 cellules par g (Foulquié-Moreno et al., 2006).

Certaines souches d’Enterococcus faecium posséderaient un effet favorable sur la

croissance des animaux par compétition avec les germes pathogènes.

De nombreux auteurs proposent que les entérocoques, de par leur présence et leurs

activités métaboliques, puissent directement contribuer aux caractéristiques sensorielles de

fromages affinés, en particulier ceux fabriqués à partir de lait cru. Mais leur rôle direct n’a

jamais été démontré (Foulquié-Moreno, 2006). Les entérocoques n’ont pas toujours eu

d’effet significatifs sur les caractéristiques sensorielles des fromages affinés lors de leur ajout

en fabrication fromagère (pas/peu d’effet : Sarantinopoulos et al., 2002 ; Rea et al., 2004 ;

Bouton et al., 2009; Rasouli et al., 2012).

Dans les produits laitiers et notamment les fromages ensemencés en entérocoques,

les entérocoques produisent de la tyramine (issue de la décarboxylation de la tyrosine) mais

à des doses qui ne peuvent être responsables de troubles circulatoires à l'origine

d'hypertension et de migraine (Rea, 2004).

Pouvoir pathogène
Au contraire de la plupart des LAB, les entérocoques ne sont pas considérés comme

SAFE (Ogier et Serror, 2008).
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Chez les animaux, les entérocoques sont isolés de mammites, de pneumonies, de

vaginites, d'arthrites, d’endocardites, de septicémies, de conjonctivites, de blépharites... Six

espèces ont un pouvoir pathogène particulier.

Chez l'homme, les entérocoques sont des bactéries pathogènes opportunistes

responsables de septicémies, d’endocardites (environ 5 à 15 p. cent des endocardites

bactériennes), d’infections urinaires, de surinfections des plaies (notamment chirurgicales),

d’abcès intra-abdominaux, de pleurésies, d’infections néonatales, de méningites, d’infections

nosocomiales (les entérocoques sont responsables d'environ 10 p. cent des cas d'infections

nosocomiales et notamment d'infections urinaires). La fréquence des infections graves à

entérocoques est en augmentation car ils sont sélectionnés par les antibiotiques à large

spectre du fait de leur résistance naturelle et de leur résistance acquise à de nombreux

antibiotiques (Biavasco et al., 2007)). L'espèce la plus fréquemment en cause est

Enterococcus faecalis (environ 85 à 90 p. cent des souches isolées) puis Enterococcus

faecium (environ 5 à 10 p. cent des souches isolées, Enterococcus durans et Enterococcus

hirae n’atteint pas 1 p. cent ; (Hancock et Gilmore, 2000). Aux Etats-Unis, une haute

prévalence d’entérocoques résistants a été reportée dans le milieu hospitalier, associée à

une faible prévalence dans la population humaine, les animaux et les produits alimentaires

issus de produits animaux, Au contraire, en Europe, une faible prévalence d’entérocoques

résistants a été observée en milieu hospitalier, exceptée en Europe du Sud; cette dernière a

pu être liée à l’emploi, jusqu’à son interdiction en 1997, de la glycoproteine avoparcine

comme stimulateur de croissance dans les élevages (Biavasco et al., 2007). Malgré tout,

depuis 2000, le nombre d’isolats cliniques résistants, particulièrement des isolats d’E.

faecium augmentent en Europe, pour des raisons encore incomplètement connues (Bourdon

et al., 2011).

Physiologie et métabolisme
Ce sont des bactéries non sporulées, aéro-anaérobies (anaérobies aérotolérantes),

catalase négative (certaines espèces ont cependant une activité catalase en présence

d’hème (Frankenberg et al, 2002)), homofermentaires avec production de l’isomère L du

lactate, et cultivant avec un optimum thermique de 35 °C. Les entérocoques sont capables

de résister à des conditions hostiles : culture à 10 °C ou à 45 °C, culture à pH 9,6 (ce test

semble donner des résultats peu fiables et les résultats ne sont souvent pas disponibles pour

les dernières espèces décrites), culture en présence de 40 p. cent de bile, culture en

présence de 6,5 p. cent de NaCl, et résistance à un chauffage de 60 °C durant 30 minutes.

Les espèces E. faecalis, E. faecium et E. durans sont de médiocres agents acidifiants

et protéolytiques du lait, E. faecalis présentant les plus fortes activités (Foulquié Moreno,

2006).
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Les espèces E. faecalis, E. durans et E. faecium co-métabolisent le lactose et le

citrate du lait (Foulquié-Moreno, 2006; Cabral et al., 2007; De Vuyst, 2011) selon la voie

métabolique commune aux LAB indiquée figure 10.

Le genre Enterococcus inclut des espèces qui sont parmi les plus importantes

espèces multi-résistantes aux traitements lors d’infections nosocomiales (Arias et Murray,

2012). Les entérocoques sont naturellement résistants à la pénicilline G et aux autres bêta-

lactamines, y compris les céphalosporines et ils présentent une résistance naturelle de bas

niveau aux aminosides et aux lincosamides. La résistance acquise aux glycopeptides a été

mise en évidence en 1988 en France et en Grande Bretagne. Chez Enterococcus faecalis et

Enterococcus faecium, cette résistance est due aux phénotypes VanA, VanB et VanD (voir

définition au-dessous). Le phénotype VanA est également responsable d'une résistance

acquise chez Enterococcus avium, Enterococcus casseliflavus, Enterococcus durans,

Enterococcus gallinarum, Enterococcus hirae, Enterococcus mundtii et Enterococcus

raffinosus. En pratique, la majorité des souches résistantes, isolées de cas cliniques,

possède le phénotype VanA ou, dans une moindre mesure, VanB (Euzeby, 1997).

La résistance aux glycopeptides est d'une importance considérable car elle pose

d'importants problèmes pour le traitement des infections graves dues à des souches déjà

multi-résistantes. L’augmentation du nombre de souches d’entérocoques résistantes à la

vancomycine rend le traitement d’infections nosocomiales à entérocoques de plus en plus

difficile (Fisher and Phillips, 2009).

Des facteurs de virulence ont été identifiés chez E. faecalis, et dans une moindre

mesure E. faecium, qui aident les entérocoques à s’implanter chez l’hôte (Ogier et Serror,

2008; Fisher and Phillips, 2009).

Les entérocoques étant fortement recombinants, ils ont la capacité de modifier leur

pouvoir pathogène et de s’adapter rapidement à l’environnement hospitalier par acquisition

de gènes d’autres pathogènes et transfert de gènes à d’autres pathogènes (Laverde Gomez

et al., 2011). De ce point de vue, une transmission de la résistance à la vancomycine à des

souches de Staphylococcus aureus subsp. aureus résistantes à la méthicilline rendrait tout

traitement impossible (expérimentalement, un tel transfert a été observé entre une souche

de Enterococcus faecalis et une souche de Staphylococcus aureus subsp. aureus, aussi

bien in vitro que in vivo (Michel et Gulmann, 1997).

Selon les antibiotiques concernés par la résistance et selon la possibilité d'une

induction par la vancomycine et la teicoplanine, 4 phénotypes de résistance sont observés

(Euzeby, 1997) :

- Le phénotype VanA est caractérisé par une résistance de haut niveau vis-à-

vis de la vancomycine (CMI comprise entre 128 et plus de 1000 mg/L) et de la teicoplanine

(CMI comprise entre 16 et 512 mg/L) et inductible aussi bien par la vancomycine que par la
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teicoplanine. Ce type de résistance est codé par des plasmides conjugatifs portant des

transposons (Tn 1546). Expérimentalement, les plasmides de résistance sont transférables

par conjugaison d'entérocoques à des Bacillus sp., des Streptococcus sp., à Lc. lactis, à

Listeria monocytogenes, à Staphylococcus aureus subsp. aureus et la résistance s'exprime

chez les bactéries réceptrices. L'isolement à partir de selles de souches de Arcanobacterium

haemolyticum et de Cellulomonas (Oerskovia) turbata résistantes à la vancomycine et

portant le gène vanA est une illustration de la réalité d'un tel transfert dans des conditions

naturelles. L'acquisition de gènes vanA ou vanB par des souches de Staphylococcus aureus

subsp. aureus résistantes à la méthicilline supprimerait la majeure partie des possibilités

thérapeutiques actuelles.

- Le phénotype VanB est induit par la vancomycine mais pas par la teicoplanine, il

provoque une résistance à des niveaux variables vis-à-vis de la vancomycine (CMI comprise

entre 4 et 1024 mg/L) mais pas vis-à-vis de la teicoplanine (CMI comprise entre 0,25 et 2 mg/L).

La résistance est transférable par des transposons composites en situation chromosomique.

- Le phénotype VanC n'est pas transférable, il confère une résistance modérée à la

vancomycine (CMI comprise entre 2 et 32 mg/L) et une résistance de très bas niveau vis-à-vis

de la teicoplanine (CMI comprise entre 0,12 et 2 mg/L).

- Le phénotype VanD est transférable et il se traduit par une résistance modérée à la

vancomycine (CMI comprise entre 16 et 64 mg/L) et une résistance de bas niveau vis-à-vis de la

teicoplanine (CMI comprise 2 et 4 mg/L).

Taxomomie
Le genre Enterococcus appartient à la famille des Enterococcaceae de l’ordre des

lactobacillales (cf. II-3.). Il comporte actuellement 40 espèces et aucune sous-espèce

http://www.bacterio.cict.fr/e/enterococcus.html (Euzeby, 1997).

Les analyses génétiques (étude des ARNr 16S, étude de l'espace intergénique 16S-

23S) montrent que le genre Enterococcus est hétérogène et qu'il est possible de reconnaître

des groupes d'espèces au sein de ce genre (figure 30). Toutefois, la composition de ces

groupes est différente selon les techniques utilisées et selon les auteurs ; après compilation

des données, (Euzeby, 1997 :http://www.bacterio.cict.fr/e/enterococcus.html) propose 6

groupes (i) le groupe Avium (Enterococcus avium, Enterococcus devriesei, Enterococcus

gilvus, Enterococcus hermanniensis, Enterococcus malodoratus, Enterococcus pallens,

Enterococcus pseudoavium et Enterococcus raffinosus) ; (ii) le groupe Cecorum

(Enterococcus cecorum et Enterococcus columbae) ; (iii) le groupe Dispar (Enterococcus

dispar, Enterococcus asini et Enterococcus pallens) ; (iv) le groupe Faecalis (Enterococcus

faecalis,* Enterococcus haemoperoxydus, Enterococcus moraviensis et Enterococcus ratti) ;

(v) le groupe Faecium (Enterococcus faecium*, Enterococcus canis, Enterococcus durans*,

Enterococcus hirae*, Enterococcus mundtii, Enterococcus villorum et Enterococcus lactis*
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(Morandi et al., 2012) et (vi) le groupe Gallinarum (Enterococcus gallinarum et

Enterococcus casseliflavus*). Les espèces Enterococcus phoeniculicola, Enterococcus

saccharolyticus et Enterococcus sulfureus constituent des groupes séparés. Enterococcus

camelliae et Enterococcus italicus* sont apparentés à Enterococcus sulfureus. *espèces

retrouvées dans le lait et les produits laitiers.

Figure 30 : Arbre phylogénétique de 24 espèces d’entérocoques basé sur la séquence

codant le 16S rDNA (Grazia et al., 2004).

Identification
Les caractères phénotypiques ne permettent pas de différencier à coup sûr les

entérocoques des autres coques à Gram positif et catalase négative. Un kit d'identification

par hybridation ADN-ARN, AccuProbe Enterococcus (Gen-Probe), est utilisable pour

confirmer l'appartenance au genre Enterococcus. Toutefois, Enterococcus cecorum,

Enterococcus columbae, Enterococcus pallens, et Enterococcus saccharolyticus ne

réagissent pas avec cette sonde alors que des bactéries n'appartenant pas au genre

Enterococcus mais à la même famille, comme des représentants du genre Vagococcus

(Vagococcus fluvialis et Vagococcus salmoninarum) donnent une réaction positive

(Euzeby,1997). L’amorce enc38a dessinée par Frahm et al. (1998) permet par PCR, dans

les conditions décrites par Bendimerad et al. (2012), de confirmer aussi l’appartenance au

genre Enterococcus (réaction positive avec les espèces E. durans, E. faecalis, E. hirae, E.

faecium, E. gallinarum, E. mundtii, et E. casseliflavus); les autres espèces d’entérocoques

n’ont pas été testées).
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L'utilisation de galeries prêtes à l'emploi ne conduit pas toujours à une identification

correcte des espèces d’entérocoques (selon les kits, le pourcentage d'identification correcte

varie de 61 à 95 p. cent) et les espèces les plus récemment décrites ne sont pas citées dans

les bases de données (Euzeby, 1997).En particulier, aucun caractère phénotypique ne

permet de différencier à coup sûr les entérocoques Enterococcus durans, Enterococcus

hirae et Enterococcus villorum qui appartiennent à un même groupe phylogénétique

(Devriese et al., 2002).

Ainsi, pour Devriese et al. (2002), une identification basée uniquement sur des

critères biochimiques devrait amener à répondre entérocoque du groupe "Enterococcus

durans/Enterococcus hirae/Enterococcus villorum" et non Enterococcus durans,

Enterococcus hirae ou Enterococcus villorum.

En fait, seul le diagnostic moléculaire d'espèce permet d'affirmer qu'une bactérie est

un Enterococcus sp. L'amplification par PCR (utilisant par exemple comme amorce

l'oligonucléotide D11344) suivie d'une électrophorèse, le séquençage de l’ADN 16S, ou

l'analyse électrophorétique des protéines cellulaires permettent un diagnostic d'espèce

(exemple pour Enterococcus durans, Enterococcus hirae ou Enterococcus villorum (figures

31et 32).

Figure 31 : Profil protéique de souches d’entérocoque phylogénétiquement proches

(Vancanneyt et al., 2001)
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Figure 32 : Dendrogramme montrant le profil des souches d’entérocoques obtenu par

amplification PCR avec l’amorce D11344 (Vancanneyt et al, 2001)
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III PRODUITS LAITIERS

Il existe une très grande variété de produits laitiers, laits fermentés, beurre, fromages,

dans le monde (forme, goût) selon la source du lait (vache, brebis, chèvre, etc.) et la

technologie appliquée

(Traitement (s) du lait mis en œuvre, utilisation de levains, température appliquée,

etc.). Ainsi jusqu’à plus de 1000 variétés de fromage ont pu être répertoriées (Fox et Mc

Sweeney, 2004).

Les fromages constituent une forme ancestrale de conservation des constituants du

lait, et possèdent par ailleurs un haut intérêt à la fois nutritif et épicurien (Fox et Mc

Sweeney, 2004).

Le mot «Fromage» (…) procède (v. 1135) d’un bas latin (caseus) formaticus

« (fromage) fait dans une forme », formaticus dérivant du latin classique forma. « Fromage »,

à côté de la forme attendue « formage » attestée en 1180, provient d’une métathèse* qui a

détaché le mot de son origine» *modification phonétique (Rey, 1994).

III-1 Définition
C’est une conserve de deux constituants insolubles du lait, la caséine qui en forme

obligatoirement la charpente, et la matière grasse qui est présente en proportion variable

(Alais et Linden, 1997).

La norme FAO/OMS n°A6 du Codex Alimentarius (1996) définit le fromage par :

« Le fromage est le produit frais ou affiné de consistance solide ou semi-solide dans lequel

le rapport protéine de sérum/caséine ne dépasse pas celui du lait et obtenu :

a/ par coagulation complète ou partielle des matières premières suivantes : lait, lait

écrémé, lait partiellement écrémé, crème, ou babeurre, seul ou en combinaison,

grâce à l’action de la présure ou d’autres agents coagulants appropriés et par

l’égouttage partiel du lactosérum résultant de cette coagulation et/ou

b/ par l’emploi de technique de fabrication entrainant la coagulation du lait et ou de

matière provenant du lait de façon à obtenir un produit ayant des caractéristiques physiques,

chimiques et organoleptiques similaires à celles du produit défini au paragraphe a ».

III-2 Historique
D’après Fox et Mc Sweeney (2004) la découverte du fromage fut probablement le fait

du hasard, on n’en connaît pas l’origine précise, mais on sait grâce à des découvertes

archéologiques qu’il se fabrique du fromage depuis les origines de l’élevage, il y a environ

huit mille ans, dans le Croissant Fertile. L’homme s’aperçut que le lait qu’il entreposait
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coagulait et, qu’une fois séparé de son sérum, le coagulum devenait une masse compacte

qui pouvait sécher, et donc se conserver et être  transportée. L’acidification spontanée à

l’origine de la coagulation entrainant du fait de sa lenteur une remontée de la crème à la

surface, les laits fermentés, le petit lait aigre, et le beurre furent sans doute les premiers

produits laitiers. Les laits de brebis et de chèvre furent apparemment les premiers laits

transformés, les ovins et les caprins ayant été les premiers animaux domestiqués.

III-3 Technologie fromagère
La fabrication de fromages comprend toujours les trois phases initiales suivantes :

coagulation, acidification, égouttage. Ces phases déterminent les caractéristiques du

fromage consommé frais et les conditions de développement et d’expression des

microorganismes responsables de l’affinage, si affinage il y a. Elle comprend souvent des

phases de salage et d’affinage.

Coagulation ou caillage : correspond à un changement d’état physique irréversible

dans lequel un lait au repos, initialement liquide, passe à l’état semi-solide généralement

appelé gel ou plus spécifiquement coagulum (Alais.,et Linden,1995) , (Brulé et al., 1997).

Elle peut être obtenue par deux grandes voies qui conduisent à des coagulums aux

propriétés différentes.

Première voie : coagulation par voie acide

Elle consiste à précipiter les caséines à leur point isoélectrique (pHi = 4,6) par

acidification du lait

a/ biologique par des bactéries lactiques naturellement présentes dans le lait de

fabrication ou apportées par des levains, ou

b/ par acidification chimique (addition de CO2 ou GDL), ou

c/ par ajout de protéines sériques à pH acide. Le pH de 4.6 provoque la floculation

des micelles et la précipitation de la caséine entière déminéralisée (Alais et Linden, 1997).

La coagulation biologique est due à l’aptitude des bactéries lactiques à produire de

l’acide lactique en quantité importante à partir des hydrates de carbone en particulier le

lactose (Eck et Gillis, 1997). Le coagulum acide est constitué d’amas dispersés de caséine

déminéralisée dépourvue de liaisons susceptibles de créer une force de concentration. La

porosité du gel est réduite par manque de structure du réseau, mais sa perméabilité est

satisfaisante.

Deuxième voie: coagulation par voie enzymatique

Elle est obtenue par l’hydrolyse des caséines par des enzymes protéolytiques  de

diverses origines
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a/ végétale

b/ microbienne (enzymes extraits de culture liquide de certains champignons,

exemple : Rhizomucor miehi)

c/ animale. Les enzymes sont la chymosine et la pepsine contenues dans le suc

gastrique des animaux. Les enzymes peuvent être apportées sous formes de préparation

coagulante obtenue à partir de macération de caillettes, ou sous forme d’enzymes purifiées

obtenues par voie génétique.

Les techniques de coagulation par présure végétale sont traditionnellement utilisées

dans certaines régions européennes sud-méditerranéennes, en Amérique latine  et en

Afrique, en particulier en Algérie (Nouani et al., 2009 ; Beka, 2011). Les présures végétales

évitent de recourir à l’achat ou à la préparation de présure animale, et permettent de profiter

d’une ressource gratuite et présente à portée de main. Le recours à la présure végétale est

un des principaux éléments de la définition et de la différenciation de fromages d’appellation

protégée portugais et espagnols. Les présures végétales les plus étudiées sont celles

extraites du cardon ou de l’artichaut. L’utilisation de présure d’origine végétale au lieu de

présure d’origine animale peut entraîner un rendement moindre, et des différences de

texture et de goût des produits laitiers (plus acide et amer) du fait des activités protéolytiques

non coagulantes plus élevées des premières. L’utilisation de présure issue du cardon au lieu

de présure animale pour fabriquer des fromages à partir de lait de brebis entraîne une

accélération de la vitesse d’affinage ( Chazarra et al., 2007 ;Galán et al., 2008).

La coagulation du lait par la présure comprend trois phases :

- L‘hydrolyse de la caséine kappa en paracaséine et caséinomacropeptide(CMP),

- puis la coagulation proprement dite (agrégation des micelles), due à la perte du

CMP dans le sérum,

- enfin, la réorganisation des liaisons entre les paracaséines des micelles de caséines

forme le coagulum (Brulé et al., 1997).

Le plus souvent, la coagulation résulte de l’action conjuguée des enzymes

protéolytiques et de l’acidification. C’est la coagulation mixte. Les propriétés des gels formés

et leur aptitude à l’égouttage sont intermédiaires entre celles du coagulum obtenu par voie

enzymatique et celle du coagulum obtenu par voie acide (Brulé et al., 1997).

Egouttage
L’égouttage correspond à un simple écoulement statistique du lactosérum.

C’est l’élimination progressive du lactosérum (par synérèse) qui s’accompagne de la

rétraction et d’un durcissement du gel. Il conduit à un caillé dont l’extrait sec est plus ou

moins élevé, et qui correspond au fromage formé (Brulé et al. 1997).

L’égouttage peut se faire lentement par moulage direct du caillé (pour les Bries et les

fromages de chèvre) ou après son découpage (Munster), son brassage (Fourme d’Ambert),
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son pressage (Reblochon, Saint-Nectaire) et/ou sa cuisson (fromages à pâte pressée cuite)

(Alais et Linden, 1997) ou plus rapidement par centrifugation, ultrafiltration.

Le lactosérum est le liquide jaune pâle qui reste après la coagulation du lait. Il est constitué

de 50% de matière sèche. Il contient une quantité importante de protéines, de lactose et des

matières minérales; il est riche aussi en vitamine B (http://www.euroserum.com/fr/notre-

lactoserum/10/le-lactoserum.htm)l. Il est le constituant essentiel du lait.

On distingue deux catégories de lactosérum :

- Lactosérum doux : dont l’acidité est inférieure à 1.8 g d’acide lactique par litre. Ce

lactosérum présente un pH compris entre 5 et 6. Il comporte plus de lactose et moins de

calcium et phosphore que le lactosérum acide.

- Lactosérum acide : dont l’acidité est supérieure à 1.8 g d’acide lactique par litre. Ce

lactosérum présente un pH de l’ordre de 4.2.

Salage
Le salage s’effectue de différentes façons, en saupoudrant le caillé de sel, en

l’immergeant dans la saumure ou encore en le frottant avec un chiffon salé.

Le sel ralentit la production d’acide lactique, conserve le fromage, rehausse l’arôme

et accélère le processus du séchage.

Affinage
C’est le procédé du vieillissement du fromage, celui-ci est placé pendant une durée

variable dans une salle ou une cuve spéciale parfois appelée « hâloir », ventilée ou non,

dans laquelle la température et l’humidité sont contrôlées.

Pendant ce temps, le fromage peut être lavé, retourné, brossé ou déplacé, il devient

plus compact, sa croûte se forme et son goût s’affirme.

III-4 Ecosystèmes des produits laitiers
Les caractéristiques des produits laitiers dépendent du fonctionnement de leur

écosystème des premières minutes de fabrication.au moment de la dégustation.

Il existe une succession de modifications biochimiques, souvent plusieurs en

parallèle, dans le produit tout au long de sa fabrication et, le cas échéant, de son affinage. La

composition et la structure du produit varient ainsi continuellement. Si les modifications ont

lieu au bon moment et en respectant un certain équilibre entre elles, les produits laitiers

possèdent les caractéristiques souhaitées. Dans le cas contraire, le produit peut devenir

inacceptable d’un point de vue sensoriel, sanitaire, etc.

Les modifications sont dues :

- a/ principalement aux activités métaboliques des microorganismes présents dans

les levains ajoutés et/ou dans le lait cru en cas de fabrication au lait cru, et/ou dans

l’environnement de fabrication/affinage,
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- b/ puis aux activités enzymatiques présentes dans le lait cru (lipases, protéases,

etc.),

- c/ enfin, aux activités enzymatiques pouvant être ajoutées en cours de fabrication

(enzymes des présures, etc.).

Le niveau de ces activités, microbiennes ou non, dépend

- a/ des caractéristiques des microorganismes et des enzymes non microbiennes

présents

- b/ de l’environnement physico-chimique des enzymes non microbiennes et des

microorganismes, d’abord celui du lait mis en fabrication, puis celui du produit

modifié continuellement par ces activités et les gestes technologiques (ajouts

d’enzymes, brassage, pressage, salage, application de différentes températures,

etc.),

Ainsi, alors que l’itinéraire technologique varie peu entre produits laitiers d’une même

variété, on peut cependant obtenir des produits aux caractéristiques très différentes à la

dégustation, en faisant varier la composition du lait mis en fabrication, microbienne et non

microbienne, et en modifiant les gestes technologiques, bref en modifiant le fonctionnement

de l’écosystème du produit.

III-5 Classification des fromages

Sans qu’aucune liste définitive ne puisse être établie, de nombreuses tentatives de

classification des variétés de fromages ont été faites, basées sur différents critères : texture,

méthode de coagulation, indices d’affinage et/ou technologie.

La norme FAO/OMS (n°A-6 ,1978 modifiée en 1990) donne la classification officielle

des fromages en fonction de leur teneur en eau dans le fromage dégraissé (HFD), de leur

teneur en matière grasse (G/S) et des principales caractéristiques d’affinage.

Selon cette norme, le fromage appelé Jben (cf. § III-6) fabriqué en Algérie, est un

fromage à pâte molle, mi- gras et frais.

Mietton et al. (2004) ont proposé une classification basée sur les places respectives

de l’égouttage et de l’acidification. Dans cette classification technologique, le fromage jben

appartient à la classe 1, pâtes fraîches et fromages frais (figure 33).

Les laits fermentés et fromages algériens, tout comme leurs cousins africains, sont

absents des schémas récapitulatifs et des revues décrivant les principales variétés de

produits laitiers (Schultz-Collins et al., 2004 ), (Tamine et al., 2011), à cause de l’absence

d’information accessible à leur sujet.
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Figure 33: Classification technologique des fromages en fonction des places respectives de

l’égouttage et de l’acidification (Mietton et al., 2004)

A notre avis, de part leur procédé technologique, le Labneh, surtout le traditionnel, et

le Jben seraient des produits cousins. Labneh, Labaneh, désigne actuellement des yaourts

concentrés produits à partir de lait entier incubé pendant 3.5 - 4.0 heures à 42-45°C avec

des levains thermophiles appartenant à l’espèce Streptococcus thermophilus associée aux

espèces Lactobacillus delbrueckii ou Lactobacillus acidophilus et Bifidobacterium bifidium

(Mehaia et al, 1995; Abou-Ayana, 2011); de la présure est éventuellement ajoutée, puis le

caillé est égoutté. Cependant le Labneh fabriqué à partir de lait de chèvre était

traditionnellement acidifié par des LAB mésophiles (Mehaia et El-Khadragy, 1999 ; Mehaia,

2005). Le fromage jben pourrait donc être rangé comme le Labneh parmi les fromages frais

(Schultz-Collins et al., 2004). Selon ces auteurs, les fromages frais sont des fromages non

affinés, qui sont fabriqués par la coagulation de lait, de crème ou de lactosérum, en utilisant

une combinaison d’acide et de coagulant, ou d’acide et de chauffage. Ils sont prêts à être

consommés tout de suite après fabrication. Ils sont présents dans la plupart des pays et des

cultures. Le Labneh est cependant classé par Tamine et al. (2011) parmi les laits fermentés

de catégorie indéfinie, faute de données (figure 34).
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Figure 34 : Variété de fromages frais (Tamine et al., 2011)

III-6 Produits laitiers algériens
La fabrication de produits laitiers est traditionnelle en Algérie.

Les produits laitiers traditionnels algériens ont été peu caractérisés. Ils sont cousins

de produits laitiers largement consommés dans beaucoup de pays méditerranéens et sub-

sahariens (Koussou et al., 2007; Abou-Donia, 2008). En Algérie, laits fermentés et fromages

sont fabriqués traditionnellement  le plus souvent par les femmes à la maison (Medouni et

al., 2005) et servent à l’autoconsommation; le surplus pouvant être vendu (Bencharif, 2001).

Plusieurs produits traditionnels sont en voie de disparition pour différentes raisons dont la

non disponibilité fourragère, l’exode rural et le changement des habitudes alimentaires

(Aissaoui, 2006; Khaldi et al., 2006). Ceux dont l’usage est le plus répandu, comme le Rayeb

et le Jben, tout en gardant le même nom, changent de procédé technologique du fait de leur

industrialisation (Guizani et al., 2001; (Benkerroum et Tamine, 2004).

La figure 35 schématise les méthodes de fabrication, et le tableau 18 montre les

valeurs moyennes de quelques paramètres physico-chimiques.
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Figure 35 : Schéma des méthodes de fabrication des principaux produits laitiers algériens

(modifié d’après Lahsaoui, 2009)

Rayeb
Nous n’avons pas trouvé de publication portant sur la caractérisation du Rayeb

algérien. C’est un cousin des laits fermentés produits dans de nombreux pays

méditerranéens et sub-sahariens.

Le Rayeb (ou Raib) est du lait caillé, traditionnellement obtenu après acidification

spontanée à température ambiante de lait cru durant une période variant de 24 h à 72 h

selon la saison. Le Rayeb est consommé tel quel ou transformé (figure 35).

Traditionnellement, la fermentation est associée à des LAB mésophiles appartenant

aux leuconostocs et aux lactocoques présents naturellement dans les laits crus mis en

œuvre. De nos jours, dans les zones urbaines et industriellement, la fermentation spontanée,

lente, est remplacée par une fermentation plus rapide par des LAB thermophiles apportés

sous forme de levains, comme décrit au Moyen-Orient par Guizani et al. (2001) et au Maroc

par Benkerroum (2004).
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Tableau 18 : Physico-chimie de quelques produits laitiers algériens (Lahsaoui, 2009). D,

degré dornic ; humidité(%) NaCl, matière grasse et protéines en g/100g fromage

L’ben
Le L’ben est un des produits-phare de la transformation artisanale du lait en Algérie. Il

fait l’objet, associé à d’autres mets comme le fameux couscous, d’une large consommation.

Le Lben (Tantaoui El Araki et El Marrakchi, 1987) est le petit lait issu du barattage puis de

l’écrémage du Rayeb. Il est aussi connu sous les noms de leben (Samet-Bali et al 2010),

lban, ou laban (Baroudi et Collins ,1978) Il ne doit pas être confondu avec la variété de

fromage appelée Labaneh ou Labneh (cf….). Ouadghiri et al. (2009) ont décrit par des

méthodes moléculaires la microflore LAB de huit Lben artisanaux marocains collectés dans

des fermes rurales. Trois espèces de LAB y étaient dominantes, Lb plantarum, Lc. lactis et L.

pseudomesenteroides. La composition physico-chimique du L’ben algérien est présentée

tableau 18.

Klila

Pour éviter sa dégradation durant la phase de stockage, le L’ben est chauffé

modérément (55 °C - 75 °C) jusqu'à la séparation du lactosérum; le coagulum obtenu,

appelé Klila, fabriqué dans plusieurs régions de l’Algérie, est consommé comme un fromage

frais après égouttage naturel ou à l’aide d’une pierre ; sinon, il est découpé puis séché (de 2

à 15 jours selon la saison), et ensuite utilisé après réhydratation comme un ingrédient dans

des préparations culinaires. Sous sa forme déshydratée, il peut être conservé plusieurs

années à température ambiante, dans des jarres en poterie ou en verre ou des sacs en peau
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de chèvre/mouton. C’est un fromage similaire au Jameed au Moyen–Orient et au Chhana en

Inde. (Lahsaoui, 2009). Boubekri et Ohta (1996) en ont isolé les LAB. La composition

physico-chimique du Klila algérien est présentée tableau 18.

Zebda et Smen
Le beurre frais Zebda est obtenu après barattage du Rayeb. Ce dernier est

occasionnellement augmenté d’une quantité d’eau tiède (40-50 °C) à la fin du barattage pour

favoriser l’agglomération des globules lipidiques et accroître le rendement en beurre. Les

globules gras apparaissant en surface, à la suite du barattage, sont séparés par une cuillère

perforée. Le beurre frais obtenu présente une consistance molle du fait de la forte

concentration en eau. Le surplus de beurre produit est transformé en beurre rancie Smen

par lavage du beurre frais à l’eau tiède, saumurage, puis  salage à sec (saupoudrage à la

surface ; 8-10g/100g) (Benkerroum et Tamine, 2004). La composition physico-chimique du

Smen algérien est présentée tableau 18.

Jben
C’est un fromage frais, traditionnel dans le Nord algérien. Cette dénomination

regroupe des trajectoires technologiques très différentes, aboutissant à des produits aux

caractéristiques très variées. Nous n’avons pas trouvé de publication portant sur la

caractérisation du Jben algérien.

Traditionnellement, il y a une étape d’acidification spontanée, à température

ambiante, pendant 24 h à 72 h selon la température, comme celle conduisant au Rayeb,

comme le montre la figure 35. Traditionnellement, le fromage Jben est fabriqué avec du lait

cru de brebis ou de chèvre, acidifié spontanément et coagulé par des enzymes coagulantes

d’origine végétale issues des fleurs de cardon (Cynara cardunculus L), d’une plante

épineuse sauvage (Cynara humilis) ou d’artichaut ( Cynara scolymus), ou du latex de figuier

(Ficus carica) ou des graines de citrouille. (cf. § coagulation par voie enzymatique) (Nouani,

2009). On obtient le Jben noté «2 »  (figure 35). Les fleurs entières sont mises à macérer

dans le lait. Le végétal est utilisé pour accélérer la coagulation et pour donner un certain goût

au fromage. La variété végétale utilisée varie d’une région à l’autre; elle donne un goût et

une texture appréciés par les gens de la région concernée Le caillé est ensuite égoutté et

salé ou non  (figure 35).

Comme décrit au Maroc par Benkerroum et Tamine (2004), le Jben peut aussi être

artisanalement fabriqué sans coagulation du lait cru par voie enzymatique; dans ce cas, le

lait cru est seulement coagulé par l’acidification spontanée, puis le caillé est égoutté

pendant 2 à 3 jours pour obtenir la consistance désirée (figure 35, Jben noté «3»). Des

additifs peuvent être ajoutés après égouttage et salage (ail, persil, poivre,…..). Le fromage

obtenu correspond dans d’autres pays arabes au fromage nommé Jibneh Beida.
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Enfin un troisième procédé technologique, utilisant de la présure animale, du lait de

vache et des levains acidifiants est utilisé industriellement (Jben noté «1», figure 35). En

Algérie, la poudre de lait remplace le lait cru de vache (cf. §I.4).

Les levains thermophiles pour yaourt ne sont pas utilisés pour produire du Jben.

Aucune composition physico-chimique de Jben algérien n’a été trouvée. Au Maroc, le

Jben a en moyenne une acidité titrable de 1.04 %, un taux de MG de 16,5 %, un taux de

protéines de 15,8 % et un pH de 4,2. Selon les régions, il est salé puis égoutté 10 jours, ou

non salé et égoutté moins de 4 jours, présentant respectivement un EST moyen de 45,6 %

ou 29,4 % (Thomas et Dubeuf, 1995).

Bouhezza

C’est un fromage affiné traditionnel, à pâte molle, des régions de l’Est Algérien (Oum

el Bouaghi, Khenchella, Batna, Biskra, etc.…) jadis réputées par une pratique importante de

l’élevage extensif des caprins et des ovins. En effet, à l’origine, le Bouhezza était

traditionnellement le produit de la transformation du lait de chèvre et de brebis; toutefois la

tendance actuelle semble s’orienter vers l’utilisation du lait de vache (Mekentichi, 2003;

Aissaoui et al. 2006).

Le fromage est obtenu après transformation du Lben dans une outre, la Chekoua,

faite de peau de chèvre préalablement traitée avec du sel et du genièvre (Aissaoui et al.,

2006).

L’égouttage, le salage et l’affinage du Bouhezza sont réalisés simultanément dans la

Chekoua pendant une durée de 2 à 3 mois. Au cours de la période d’affinage, du L’ben et

du lait sont rajoutés au contenu de la Chekoua Au stade de la consommation le fromage est

pétri avec incorporation de poudre de piment rouge, ce qui lui donne une caractéristique

particulière (Aissaoui et al, 2006).

La composition physico-chimique du Bouhezza algérien est présentée tableau 18.

Kemaria, Takemarit

Fromage traditionnel à base de lait de chèvre, la Kemariya ou Takkmerit (Berbère)

est fabriqué par les femmes selon des procédés traditionnels dans les régions du Sud

algérien notamment dans les wilayates de Ghardaia et Naama. Le Kemariya est un fromage

utilisé à des fins festives et souvent servie avec du thé. Il est coagulé par des présures

végétales et est aussi fabriqué à partir de lait de vache et de chamelle (Nouani et al., 2009).

Du fait de la forte demande de ce fromage, il est de plus en plus produit par des PME

selon des processus semi industriels pour être commercialisé aussi bien sur les marchés

traditionnels qu’au niveau de certaines grandes surfaces du Nord algérien.

Autres préparations
A côté des produits précédents, il existe des préparations locales circonscrites à

certaines régions de l’Algérie.
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Ighounane

Fromage fabriqué en Kabylie à partir du colostrum ( premier lait de vache venant de

mettre bas), la préparation d’Ighounane se fait dans des ustensiles en terre cuite enduits

d’huile d’olive dans lesquels est versée une petite quantité d’eau salée, puis le lait  est

chauffé et coagulé. Le caillé formé est découpé puis consommé tel quel.

Takammart
Littéralement «Fromage» en langue Tamahaq (Touareg), leTakammar est un

fromage de la région désertique du Hoggar (Tamanrasset) il est produit par l’introduction

d’un morceau de caillette de jeunes chevreaux dans le lait de chèvre. Le caillé obtenu est

retiré à l’aide d’une louche et déposé en petits tas sur une natte, il est ensuite pétri pour

évacuer le sérum puis déposé sur une natte à base de tiges de fenouil qui lui transmet un

arôme particulier. Les nattes sont, par la suite, exposées au soleil durant deux jours puis

placées à l’ombre jusqu'au durcissement du fromage.

Ibakhbakhane
Originaire de la région des Aurès, I’Ibakhbakhane est produit à partir d’une mixture de

Frik d’orge (Marmaz) et de L’ben soumis à une fermentation à des températures inférieures

à 20 °C par immersion dans un puits pendants 2 à 5 jours.

Imadhghass
Produit dans la région des Aurès, l’Imadhghass est produit à partir d’une mixture de

Klila fraîche et de lait frais. Le produit est consommé comme un dessert.

Adhghass
Produit dans la région des Aurès, l’Adhghass est fabriqué à partir d’un mélange de

colostrum et d’œufs qui est ensuite cuit.

Aghoughlou
Fromage fabriqué en Kabylie, il est obtenu à partir de lait frais de vache ou de chèvre

coagulé par la sève du figuier.
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I ECHANTILLONNAGE DES LAITS

Réalisé au laboratoire de microbiologie (actuellement LAMAABE), Université

Tlemcen, Algérie.

Les échantillons de lait ont été placés dans des flacons en verre stériles, transportés dans

des glacières réfrigérées, puis conservés à 4°C jusqu’à leur utilisation. Tous les laits ont été

analysés dans les 24h. Les échantillons ont été prélevés sur 40 fermes différentes (tableau

19).

Un total de 79 échantillons a été prélevé pendant la traite directement de la mamelle

nettoyée ou à partir des bidons. Vingt-trois échantillons ont été prélevés de lait de vache, 38

de lait de brebis, 34 de lait de chèvre, 11 de lait de jument et 5 de lait de chamelle.

A l’exception du lait de chamelle dont les échantillons ont été rapportés de

Tamanrasset et Béchar, tous les autres prélèvements ont été faits dans des fermes situées

dans l’Ouest Algérien et plus précisément à Tlemcen (ville) et dans les environs de Tlemcen,

comme Remchi et Maghnia, et Honay et Porsay.

II ISOLEMENT DES LAB MESOPHILES
Réalisé au laboratoire de microbiologie (actuellement LAMAABE), Université

Tlemcen, Algérie.

Les isolements ont été faits à partir des laits crus, ou fermentés spontanément à 30

°C pendant 48 h (96 h pour les laits de chamelle). Lorsqu’il s’agissait de laits fermentés, on

s’attendait à sélectionner des souches bien adaptées au milieu lait.

0,1 ml de lait cru ou fermenté ont été cultivés dans un bouillon MRS + vancomycine

(20 mg l-1) (Mathot et al., 1994) en présence d’une cloche de Durham. Puis, un aliquot des

cultures qui ont produit du gaz dans les cloches de Durham a été étalé sur des boites MRS +

vancomycine (20 mg l-1) gélosé.

En parallèle 0,1 ml de lait cru ou fermenté ont été cultivés dans un bouillon M17

(Terzaghi et Sandine, 1975). Puis un aliquot des tubes ne produisant pas de gaz a été étalé

sur des boites de M17 gélosé.

Les cultures ont été incubées en aérobiose à 30 °C pendant 24 h.

Le fait d’isoler les souches à partir des bouillons qui produisaient du gaz devait

sélectionner les laits qui possédaient au départ une forte proportion de LAB

hétérofermentaires strictes. Et inversement lorsqu’il n’y avait pas de gaz produit.

Des colonies ont été isolées puis purifiées par des stries successives sur gélose

MRS-vancomycine ou M17, selon le type de milieu dont elles avaient été isolées. L’analyse

de quelques colonies seulement sur chaque boite devait éviter la redondance entre les

isolats (isoler plusieurs fois la même souche) devait permettre d’isoler seulement les

souches dominantes de chaque boite.
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Les isolats ont été conservés à – 20 °C dans du lait stérile additionné de glycérol (15

%), de glucose (0,5 %) et d’extrait de levure (0,25 %).

III EXTRACTION DE L’ADN
Réalisée à l’URTAL, INRA Poligny, France.

A partir de chaque tube de conservation, une boîte de milieu MRS, M17 ou MSE

gélosé (en fonction du milieu d’isolement) a été ensemencée en strie. Les boîtes ont été

incubées pendant 48 h à 30°C.  Une  colonie de couleur blanche ou légèrement marron bien

séparées a été sélectionnée. Elle a été placée à l’aide d’un cure-dent dans 20l d’eau UHQ

(eau ultra haute qualité) stérile placée dans des tubes eppendorf stériles de 0,5 ml. Chaque

tube a été agité au vortex pour permettre une dispersion de la colonie dans la goutte d’eau.

Tous les tubes ont été congelés pendant 24 h pour permettre la lyse des cellules.

IV IDENTIFICATION MOLECULAIRE DES ISOLATS PAR PCR
Réalisée à l’URTAL, INRA Poligny, France

IV-1 Rep PCR
Principe
La Rep PCR permet d’obtenir une empreinte génétique de l’ADN d’un

microorganisme.

La Rep PCR est une technique PCR basée sur l’amplification de fragments de

différente taille à partir de l’ADN d’un microorganisme grâce à la présence des mêmes

séquences répétées dans les ADN de tous les microorganismes (bactéries, levures, et

champignons). Les fragments amplifiés sont de séquence inconnue. Les fragments PCR

sont séparés selon leur taille par électrophorèse sur gel d’agarose. Chaque piste de gel

contient l’empreinte génétique d’un ADN sous forme d’un profil électrophorétique.

Mode opératoire
La Rep-PCR a été réalisée comme décrit par Berthier et al. (2001) selon le protocole

suivant.

Un mélange réactionnel a été réalisé, contenant 1ng/µl d’ADN, 200 µM de chaque

nucléotide)(ATP, CTP, GTP et TTP), 1,0 mM de MgCl2, du tampon 1x (Q-

BiogenEPQBT025), 0,25 µM de chaque amorce REP1-1R-Dt, et REP2-D, ou 0,25 µM de

chaque amorce ERIC1R et ERIC2 ((Gevers et al., 2001; Versalovic et al., 1991) ou 0,5 µM

de l’amorce (GTG)5 et 1 U de Taq polymérase(Q-Biogene EPTQA029).



Matériels et méthodes

81

Les amorces ont pour séquence :

REP1-1R-Dt IIINCGNCGNCATCNGGC

REP2-D NCGNCTTATCNGGCCTAC.

ERIC1R ATGTAAGCTCCTGGGGATTCACA

ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG

(GTG) 5 GTGGTGGTGGTGGTG.

Par commodité, les amorces REP1-1R-Dt, REP2-D et ERIC1R ont été

respectivement appelées REP1, REP2 et ERIC1.

La Rep-PCR a été appliquée à l’ADN extrait de chaque isolat (cf. III), mais aussi aux

ADN extraits de souches de référence

ATCC 19432T

CNRZ 105T

CIP 103010T

CNRZ 211T

CNRZ 77T

CNRZ 749T

CNRZ 361T

ATCC 19433
CNRZ 142T

CNRZ 125
CIP 102973T

ATCC 19434T

CIP 53.48T

E. durans
L. lactis subsp. cremoris
E. mundtii
L .plantarum
L .mesenteroides subsp. dextranicum
L. mesenteroides subsp. mesenteroides
L. mesenteroides subsp. cremoris
E. faecalis
L. lactis subsp. lactis
L. lactis subsp. lactis
L. lactis subsp hordniae
E. faecium
E. hirae

L’appareil Gene Amp ® 9700 PCR (Applied Biosystem) a été utilisé et programmé

pour 30 cycles d’amplification de 1 min à 94 °C (phase de dénaturation de l’ADN), 1 min à 40

°C (phase d’hybridation des amorces sur l’ADN cible), 6 min de montée en température

jusqu’à 72 °C, 1 min à 72 °C (phase de synthèse de nouveaux brins d’ADN), précédés de 1

min à 94 °C. L’amplification a duré 6 heures.

La séparation des fragments d’ADN amplifiés a été faite sur gel d’agarose à 1 %

(agarose spécifique Seakem GTG) par électrophorèse d’environ 6 h sous une tension de 90

V; en plus des échantillons d’ADN, un marqueur de taille (123 pb et ses multiples) était

déposé pour permettre ultérieurement la normalisation ultérieure des gels; sur chaque gel,

12 réactions PCR pouvaient être analysées, sachant que le marqueur de taille était placé

dans les premier, huitième et quinzième puits. La coloration des gels a été réalisée dans un

bain d’eau osmosée et de bromure d’éthidium (BET, Biorad, 92 430 Marnes La Coquette,

France) à 0,2 ‰, et la photographie des gels a été réalisée sous UV. Les profils

électrophorétiques ont été normalisés après avoir enlevé le bruit de fond, puis comparés à

l’aide du logiciel Bionumerics (Applied Maths, Ghent) après concaténation des empreintes
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REP1/REP2, ERIC1/ERIC2 et (GTG)5. Les fragments dont la taille excédait 2460 pb ont été

éliminés de la comparaison à cause de leur mauvaise résolution. La similarité entre les

empreintes (position et intensité des bandes) a été calculée sous forme du coefficient de

corrélation de Pearson; enfin, un dendrogramme a été créé dans lequel les empreintes ont

été classées hiérarchiquement en fonction de leur similarité. Les groupes d’empreintes ayant

plus de 40 % d’homologie entre elles ont été nommés  A1, A2, etc..

Interprétation
L’expérience acquise à l’URTAL depuis les années 2000 (INRA Poligny, France)

aboutit aux mêmes interprétations que celles retrouvées dans la littérature, si tant est que la

Rep PCR est réalisée de bout en bout de façon rigoureuse et selon un mode opératoire

robuste (F. Berthier, communication personnelle). Les isolats dont les empreintes ont plus de

40 % d’homologie avec l’empreinte d’une souche de référence sont repérés et  peuvent être

affiliés présomptivement à l’espèce (sous-espèce dans le cas de Lc. lactis) à laquelle

appartient la souche de référence. Les empreintes différentes sont vraisemblablement des

empreintes de souches différentes. Pour éviter de conclure à la présence erronée de deux

empreintes différentes, la similarité indiquée sur le dendrogramme est confirmée par

l’inspection visuelle des empreintes. Les empreintes sont déclarées similaires lorsqu’elles

présentent les mêmes bandes avec la même intensité relative. Les empreintes différentes à

l’intérieur de chaque groupe A sont nommées empreinte 1, 2, etc., révélant les génotypes 1,

2, etc..

IV-2 PCR spécifique d’un genre, d’une espèce ou d’une sous-espèce
La PCR spécifique a été appliquée à des isolats représentatifs de chaque groupe

Rep-PCR. La PCR spécifique à appliquer a été choisie en fonction de l’affiliation présomptive

des isolats à l’issue de la Rep-PCR.

Ainsi, ont été réalisées des PCR spécifiques du genre Enterococcus, des espèces du

groupe Lactobacillus plantarum, et des sous espèces lactis et cremoris de Lc. lactis.

Principe
La PCR spécifique cible un fragment d’ADN de séquence connue, qui varie en

fonction du genre, de l’espèce, ou de la sous-espèce selon la spécificité recherchée. Un seul

fragment PCR de taille connue est alors obtenu après amplification avec des amorces

bornant le fragment à amplifier. On vérifie la présence et la taille du fragment amplifié par

une électrophorèse sur gel d’agarose.
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Mode opératoire commun

Le mélange réactionnel était le même pour chaque PCR spécifique et chaque PCR

universelle, à l’exception de l’ADN cible et de la paire d’amorces. Ce mélange était le

suivant : 1ng/µl d’ADN, 200 µM de chaque nucléotide)( ATP, CTP, GTP et TTP), 2,5 mM de

MgCl2, du tampon 1x + MgCl2 (Q-Biogen EPQBT025), et 0,25 µM de chaque amorce.

A partir du même mélange réactionnel contenant tous les éléments, sauf les

amorces, plusieurs réactions PCR ont été réalisées :

- Une PCR visant à s’assurer de la présence d’ADN cible avec la paire

d’amorce universelle 16/23, qui cible chez tous les ADN bactériens respectivement

l’extrémité 3’ du gène codant l’ARN ribosomique 16S dans le sens 5’vers 3’, et l’extrémité 5’

du gène codant l’ARN ribosomique 23S dans le sens 3’vers 5’.

 amorce 16 : GCTGGATCACCTCCTTTC

 amorce 23 : AGTGCCAAGGCATCCACC

- Une PCR visant à détecter la présence de séquence(s) spécifique(s) sur

l’ADN cible avec la(les) paire(s) d’amorce(s) spécifique(s) indiquée(s) pour chaque PCR

spécifique. Une réaction PCR était mise en œuvre pour chaque paire d’amorces spécifiques.

Ces deux types de réactions PCR doivent être mises en œuvre pour chaque série

d’amplification à partir des  ADN de référence qui servent de témoins positif ou négatif, et

des ADN des isolats qui sont à identifier. L’utilisation des ADN témoin est indispensable. Les

profils électrophorétiques obtenus à partir de ces ADN permettent de contrôler que la PCR

spécifique s’est déroulée dans de bonnes conditions et servent de référentiel (nombre et

taille des fragments PCR qui doivent être obtenus) pour lire les profils électrophorétiques à

partir de l’ADN de chaque isolat. Une réponse sans l’ADN témoin n’est pas valide.

Les fragments PCR étaient soumis à une électrophorèse sur gel d’agarose standard

à 1,5 % pendant environ 3 h sous une tension de 90 V; en plus des réactions PCR, un

marqueur de taille était déposé; les fragments PCR étaient ensuite révélés par une

coloration identique à celle décrite pour la Rep-PCR.

PCR spécifique du genre Enterococcus

Le mode opératoire a été décrit par Bendimerad et al. (2012). Il utilise une amorce

spécifique, Enc38, dessinée par Frahm et al. (1998), et une amorce universelle, conrev23

(Berthier and Ehrlich,1998).

La paire d’amorce Enc38/conrev23 permet d’amplifier un fragment à partir des ADN

d’E. faecalis, E. faecium, E. hirae, E. gallinarum, E. mundtii, et E. casseliflavus, c’est-à-dire

qu’elle est capable de repérer les espèces d’entérocoques décrites dans les produits laitiers

(cf.Chapitre LAB : II-6). Les autres espèces d’entérocoques n’ont pas été testées.

La paire d’amorce Enc38/conrev23 ne permet pas d’amplifier un fragment à partir des

ADN de L. lactis, Streptococcus thermophilus et Streptococcus gallolyticus.
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L’amorce spécifique Enc38, qui cible le gène codant l’ARN ribosomique 23S, a pour

séquence :

CTCTACCTCCATCATTCT.

L’amorce conrev23 a la séquence complémentaire de la séquence 23.

Les ADN des souches de référence CIP53.48T (E. hirae), ATCC19432T (E. durans)

et ATCC19433T (E. faecalis) ont servi de témoins positifs; l’ADN de la souche CNRZ 142T (L.

lactis subsp. lactis) a été utilisé comme témoin négatif.

Le programme d’amplification était identique à celui décrit plus loin pour la PCR

spécifique de l’espèce L. plantarum.

Le programme utilisé (durée 2 h) pour l’amplification était un programme de 30 cycles

comportant les trois étapes suivantes par cycle : 94 °C pendant 1 min, 53 °C pendant 0 min

et 72 °C pendant 1 min.

PCR spécifique de l’espèce Lactobacillus plantarum
Le mode opératoire et l’interprétation ont été ceux décrits par Berthier et Ehrlich

(1998). La paire d’amorce plant/16 n’amplifie que l’ADN de L. plantarum, alors que la paire

d’amorce papl/16 amplifie les ADN de L. plantarum et de L. paraplantarum. L. paraplantarum

est l’espèce la plus proche phylogéniquement de l’espèce L. plantarum. En cas

d’amplification, un seul fragment d’environ 220 bp est obtenu (figure 36).

Figure 36 : Amplification des ADN de L. plantarum et L. paraplantarum avec les paires

d’aporces 16/Lpapl(=papl) et 16/Lpl(=plant) (Berthier et Ehrlich, 1998).

Les ADN de référence étaient : CNRZ 211T (L. plantarum), témoin positif, et CNRZ

1885 T (L. paraplantarum), témoin négatif.
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Les séquences des amorces spécifiques, qui ciblent la grande séquence intergénique

16S-23S, étaient :

- amorce plant : ATGAGGTATTCAACTTATG pour L. plantarum

- amorce papl : ATGAGGTATTCAACTTATT pour L. paraplantarum.

Ces amorces ont été associées à l’amorce universelle 16.

La séquence de l’amorce universelle, qui cible la séquence du gène codant l’ARN

ribosomique 16S, était :

amorce 16 : GCTGGATCACCTCCTTTC

Le programme utilisé (durée 2 h) pour l’amplification était un programme de 30 cycles

comportant les étapes suivantes/cycle : 94 °C pendant 1min, 53 °C pendant 0 min et 72 °C

pendant 1min. Il était identique à celui utilisé pour la PCR spécifique du genre Enterococcus.

PCR spécifique des sous espèces lactis et cremoris de L. lactis
Le couple d’amorces spécifiques LHis 5F et LHis 6F, le mode opératoire et

l’interprétation décrits par Beimfohr et al. (1997) ont été utilisés.

Ces amorces sont issues de la séquence de l’opéron histidine décarboxylase :

- amorce Lhis 5F : CTTCGTTATGATTTTACA

- amorce Lhis 6F : AATATCAACAATTCCATG

Le couple d’amorces Lhis6F et Lhis5F permet de distinguer Lc.lactis subsp.

lactis/hordniae de Lc lactis subsp.cremoris. L’amplification de l’ADN de Lc.lactis subsp.

lactis/hordniae donne un fragment de 934 pb, alors que l’amplification de l’ADN de Lc lactis

subsp.cremoris donne un fragment de 1149 pb.

A côté de l’ADN des isolats, trois ADN témoins ont été amplifiés: ceux des souches

CNRZ 142T (Lc.lactis subsp. lactis), CNRZ 105T (Lc lactis subsp.cremoris) et CNRZ 125

(Lc.lactis subsp lactis biovar diacetylactis).

Les ADN ont été amplifiés selon un  programme de 30 cycles comprenant les trois

étapes suivantes par cycle : 94 °C pendant 10 s, 46 °C pendant 1 min 30 s  et 72 °C pendant

2 min.

V- CARACTERISATION PHENOTYPIQUE DES ISOLATS
V.1 Caractères morphologiques

Réalisé au laboratoire de microbiologie (actuellement LAMAABE), Université

Tlemcen, Algérie.

Le type de morphologie des isolats a été déterminé après avoir fixé les cellules, les

avoir colorées avec les colorants de Gram, puis les avoir observées au microscope optique

au grossissement 100 avec immersion.

La mobilité des isolats a été recherchée par une observation microscopique à l’état

frais en utilisant le grossissement 100 avec immersion.
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V.2 Caractères physiologiques

Croissance à différentes températures
Réalisée à l’URTAL, INRA Poligny, France.

La capacité des isolats lactiques à croître entre 10 °C et 40 °C a été testée après les

avoir ensemencés en strie sur les milieux de cultures gélosés M17 ou MRS, puis les avoir

incubés en aérobiose pendant 24h à soit 10 °C, soit 25 °C, soit 30 °C, soit 37 °C et soit 40

°C. La lecture des résultats a consisté à observer à l’œil nu la présence (résultat positif) ou

l’absence (résultat négatif) de colonies à la surface des géloses.

Croissance sur milieu salé
Réalisé au laboratoire  de microbiologie (actuellement LAMAABE), Université

Tlemcen, Algérie.

La capacité des isolats lactiques à croître sur des milieux salés a été testée en MRS

ou M17 gélosés supplémentés par soit 2,5 %, soit 3,0 %, soit 4 % et soit 6,5 % (p / v) de

NaCl. Les milieux ont été ensemencés en stries puis incubés en aérobiose à 30 °C pendant

48 h avec une lecture à 24 h. La lecture des résultats a consisté à détecter la présence

(résultat +) ou l’absence (résultat -) de colonies à la surface des géloses.

V.3 Caractères biochimiques
Réalisé au laboratoire de microbiologie (actuellement LAMAABE), Université

Tlemcen, Algérie.

Test de la catalase

La dégradation du peroxyde d’hydrogène en eau et oxygène par la catalase a été

testée en mettant en contact une colonie bactérienne ayant poussé sur MRS ou M17 gélosé

avec une goutte d’eau oxygénée (0,02 ml). L’absence de bulles de gaz a traduit l’absence

d’activité catalase.

Type fermentaire

Ce test permet de discriminer les isolats lactiques qui sont homofermentaires, stricts

ou facultatifs, de ceux qui sont hétérofermentaires stricts. Il a été réalisé en cultivant les

isolats sur milieu MRS ou M17 (selon le milieu sur lequel il avait été isolé) en aérobiose à 30

°C pendant 48 h et en plaçant une cloche de Durham. Une lecture a été faite à 24h. En cas

d’absence de gaz dans la cloche, l’incubation a été poursuivie 24 h supplémentaires. Les

isolats qui ont produit du gaz dans les cloches ont été notés héterofermentaires stricts; les

isolats qui n’ont pas produit de gaz dans les cloches ont été notés homofermentaires.

Voie des acides mixtes
Ce test a été utilisé pour mettre en évidence la voie des acides mixtes pour les

coliformes présomptifs. Un bouillon Clark et Lubs a été ensemencé à partir d’un bouillon

BLBVB positif (cf. § VII-1), puis incubé 24 h à 37 °C. Quelques gouttes de rouge de méthyle



Matériels et méthodes

87

ont été alors rajoutées. Les cultures pour lesquels le milieu a viré du jaune au rouge,

témoignant de la production des acides mixtes, ont été notés voie des acides mixtes « + ».

Utilisation du citrate
La capacité des isolats lactiques à utiliser le citrate a été testé après

ensemencement du milieu liquide KMK. Les isolats dont les colonies apparaissaient de

couleur bleue après 48 h d’incubation en aérobiose à 30 °C ont été notés « + » pour

l’utilisation du citrate (Kempler et McKay 1980).

La capacité des coliformes présomptifs à utiliser le citrate a été testé sur le milieu en

tube incliné « citrate de Simmons »,  ensemencé en stries en surface à partir d’un bouillon

BLBVB positif (cf. § VII-1), puis incubé une nuit à 37 °C. Les cultures pour lesquelles le

milieu est passé du vert au bleu, témoignant de la dégradation du citrate, ont été notées

citrate « + ».

Hydrolyse de l’arginine
Ce test a été réalisé par ensemencement en stries d’une colonie sur le milieu solide

M16BCP et incubation en aérobiose à 30 °C pendant 24 h. Les isolats lactiques dont les

colonies se distinguaient par leur couleur blanche ont été notés « + » pour l’utilisation de

l’arginine (Thomas, 1973).

Recherche de protéase
L’isolat lactique a été ensemencé sous forme de spot sur une gélose YMA (Yeast

milk agar) riche en lait (voir composition en annexe) incubée en aérobiose pendant 24 h à 30

°C; les isolats dont les colonies étaient entourées d’une zone transparente (correspondant à

une hydrolyse des caséines) ont été notés (+) pour la présence de protéase.

Production de dextrane
Ce test a été réalisé pour les isolats appartenant au  genre Leuconostoc. Ces

derniers ont été ensemencé en strie sur du milieu MRS saccharosé (50g l-1 de saccharose).

Après 24 h d’incubation en aérobiose à 30 °C les isolats dont les colonies avaient un aspect

muqueux ont été notés « + » pour la production de dextrane (Dellaglio et al., 1994), (Bauer et

al, 2009)

Production d’acétoine
La capacité des isolats lactiques à produire de l’acétoine a été recherchée après

croissance des isolats dans du lait écrémé stérilisé incubé en aérobiose à 30 °C pendant 24

h; deux gouttes de VPI et deux gouttes de VPII (alpha-naphthol and potassium hydroxide,

réactifs I et II de Voges Proskauer) ont été rajoutés dans le lait. Les isolats qui ont produit un

anneau rose à la surface du lait  ont été notés « + » pour la production d’acétoine.

La capacité des coliformes présomptifs à produire de l’acétoine a été recherchée

après croissance des coliformes présomptifs dans un bouillon Clark et Lubs, ensemencé à

partir d’un bouillon BLBVB positif (cf. § VII-1). Après une nuit d’incubation à 37 C, deux
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gouttes du réactif VPI et deux gouttes du réactif VPII (réactifs de Voges Proskauer) ont été

rajoutées au bouillon. Les cultures qui ont produit un anneau rose à la surface du lait  ont été

notés « + » pour la production d’acétoine.

Production d’indole
La capacité des coliformes présomptifs à produire de l’indole a été recherchée après

culture des coliformes présomptifs dans une eau peptonée exempt d’indole, ensemencée

par un aliquot de milieu BLBVB positif (cf. § VII-1). Après 24 h d’incubation à 37 °C, quelques

gouttes du réactif de Kovacs ont été rajoutées. Les cultures qui ont produit un anneau violet,

témoin de la production d’’indole à partir du tryptophane, ont été notés indole « + ».

Utilisation des sucres

La production d’acide à partir d’un sucre par les isolats lactiques a été attestée de

l’utilisation de ce sucre. Après revivification des isolats en milieux MRS ou M17 liquides

pendant 24 h à 30 °C, les cellules ont été récupérées sous forme de culot par centrifugation

à 400 tours/minute pendant 10 min. Deux lavages successifs du culot avec 5 ml d’eau

physiologique stérile ont été réalisés. 10 ml du milieu liquide MRS ou M17 sans sucre ont été

ensemencés par 100 µl de la suspension bactérienne précédemment obtenue, puis

complémentés par quelques gouttes d’une solution aqueuse du sucre à tester (à 10 g l-1) et

quelques gouttes d’une solution aqueuse de pourpre de bromocresol (à 0.04 l g-1). Une

atmosphère anaérobique a été créée par l’addition d’une couche de paraffine à la surface,

puis les tubes ont été incubés à 30 °C pendant 24 h. L’utilisation du sucre a été notée « + »

lorsque le milieu avait viré au jaune.

L’utilisation du glucose, lactose et saccharose par les coliformes présomptifs a été

testée sur le milieu solide TSI, en gélose inclinée dans un tube à essai. La partie inférieure,

non inclinée, contient du glucose ; la partie inclinée contenant le lactose et le saccharose.

Une piqûre centrale, puis un ensemencement en surface, permettent de voir les résultats

après 24 h à 37 °C. L’utilisation du sucre a été notée « + » lorsque le milieu avait viré au

jaune.

V-4 Capacité à acidifier le lait
Réalisé au laboratoire de microbiologie (actuellement LAMAABE), Université

Tlemcen, Algérie, et à l’URTAL, INRA Poligny, France

Cette capacité a été étudiée sur du lait écrémé reconstitué.

Préparation des laits
Pour des raisons de commodité, ce lait n’a pas été préparé à partir de la même

poudre et selon le même mode opératoire en France et en Algérie.

- Mode opératoire 1 (Université de Tlemcen, Algérie)
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Du lait écrémé en poudre (Régilait) (poudre produite en France (Rn6-Les Jonchets,

71118 Saint  Martin. Belle Roche) et conditionnée en Algérie) a été mélangé à un litre d’eau

distillée (120 g/1 litre).Puis.10 ml de lait ainsi préparé ont été mis dans un tube à essai, et

autoclavés pendant 15 min à 110 °C. Après refroidissement, le tube a été inoculé par 0,5 ml

d’une culture de l’isolat sur milieu MRS ou M17 selon le milieu d’origine de l’isolat.

- Mode opératoire 2 (INRA Poligny, France)

10 ml de lait écrémé (poudre de lait provenant de Laiterie de Montaigu-SAS

Sabourin, France), reconstitué avec de l’eau osmosée, ont été stérilisés 20 min à 120 °C,

puis ont été inoculés par 106 à 107 CFU ml-1 d’un isolat cultivé en milieux liquides M17

(lactocoques) ou MRS (leuconostoc).

Mesure de l’acidité
L’acide produit par les isolats a été mesuré selon la méthode normalisée au NaOH

(N/9) en ajoutant 5 gouttes de phénophtaleine comme indicateur coloré. L’acidité titrable du

lait a été exprimée en degrés Dornic (°D) puis convertie en g/l selon la formule : 1ml de

NaOH correspond à 10 °D et un degré Dornic correspond à 0,01 % d’acide lactique

Capacité à coaguler le lait en 18 H
Ce test a permis de repérer les isolats qui ont été capables de coaguler le lait à 30 °C

après une incubation en aérobiose de 18 h; ils ont été notés isolats à coagulation rapide. Les

autres isolats ont été notés isolats à coagulation lente.

Le lait a été préparé selon le mode opératoire 1. Le tube de lait ensemencé a été

incubé en aérobiose à 30 °C pendant 18 h; si le lait n‘était pas coagulé après 18 h

d’incubation, l’incubation était poursuivie jusqu’à 24 h.

Suivi de l’évolution du pH et des quantités d’acide produites en fonction du
temps à 30°C

Le lait a été préparé selon le mode opératoire 1.

Dans une première série d’essai, les valeurs de pH ont été mesurées à 0 h, 2 h, 4 h,

6 h, 8 h, 18 h et 24 h.

Dans une deuxième série d’essai, trois modalités par isolat ont été testées, à savoir

une supplémentassions du lait par 0,1 %, 0,3 % et 0,5% d’extrait de levure; de plus, l’acide

produit a été mesuré aux mêmes stades que les valeurs de pH (identiques à ceux de la

première série).

Pour chaque isolat, les graphiques représentant les cinétiques des quantités d’acide

produit et des valeurs du pH ont été établis, ainsi que ceux représentant les valeurs de pH

en fonction des quantités d’acide produites. Ces derniers ne tiennent donc plus compte de la

variable temps. Les graphiques qui présentaient des allures similaires pour plusieurs isolats

ont été superposés pour simplifier la présentation. Les graphiques pour chaque isolat sont

présentés en  annexe I
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Variation des valeurs de pH en fonction de la température d’incubation

Le lait a été préparé selon le mode opératoire 2.

Seuls les isolats identifiés par des méthodes moléculaires comme appartenant aux

espèces L. lactis et L. mesenteroides ont été testés. Les souches type de ces espèces ont

été suivies en parallèle.

Le pH de la culture en lait a été mesuré à 24 h, 48 h et 72 h d’une incubation en

aérobiose soit à 25 °C, soit à 30 °C, soit à 37 °C, soit à 42 °C et soit à 50 °C. A 48 h, les

valeurs de pH étaient déjà à leur minimum pour tous les isolats et souches de référence. Ce

sont donc les valeurs à 48 h qui ont servi à la comparaison.

Lorsque le lait a été incubé à 30°C, une modalité avec la présence d’extrait de

levures à 0,1 % a été ajoutée.

VI ESSAI DE FABRICATION DE FROMAGES TYPE Jben

Réalisé au laboratoire de microbiologie (actuellement LAMAABE), Université

Tlemcen, Algérie.

Le but était d’essayer de fabriquer des fromages type Jben en utilisant des levains

acidifiants choisis parmi les isolats lactiques préalablement isolés et caractérisés, puis de

comparer leurs caractéristiques sensorielles avec celles d’un fromage Jben commercial, ou

fabriqué avec un levain utilisé en fromagerie. Les fabrications ont été faites avant

l’identification moléculaire des isolats.

Se reporter à la figure 35 pour replacer ce type de technologie parmi les technologies

appliquées pour fabriquer des produits laitiers algériens.

VI-1 Préparation des levains
Quatre isolats (15, 22 ou 23*, 06, 18 ou 19 ou 20*; *, il existe une incertitude sur le

numéro) appartenant d’après l’identification phénotypique à l’espèce L. lactis ont été utilisés

pour composer les levains « S » et « C ». L’identification moléculaire a été réalisée après les

essais de fabrication. L’isolat 15 est finalement resté un isolat L. lactis subsp. lactis, l’isolat

06 est devenu un isolat L. mesenteroides susbp. inconnue, et les isolats 18-23 sont devenus

des isolats E. durans. Deux types de levains ont été préparés : l’un, appelé levain « C »,

contenait les quatre isolats lactiques, à savoir les espèces/sous-espèces L. lactis subsp.

lactis, E. hirae et E. durans ; l’autre, appelé levain « S », ne contenait que trois des quatre

isolats (l’isolat 15 n’a pas été rajouté), à savoir les espèces E hirae et E. durans.

Un levain, appelé levain « I » et utilisé en fabrication à la laiterie de Tlemcen, a été

également préparé. Le même protocole a été suivi, sauf que les isolats lactiques ont été

remplacés par un levain lactique sous forme lyophilisée cédé par la laiterie de Tlemcen
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(code SMADL77, mésophiles hétérofermentaires, Marschall. Rhodia). Ce levain contient

d’après le fournisseur L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis, et L. lactis subsp. lactis

biovar diacetylactis.

100 g de poudre de lait (Régilait) ont été ajoutées à 900 ml d’eau distillée thermisée à 45 °C

pendant quelques minutes. Après dissolution, le lait reconstitué a été pasteurisé à 90 °C

pendant 30 min puis refroidi entre 25 et 30 °C. Le lait stérile a été partagé ensuite en deux

parties de 500 ml chacune qui ont été ensemencées par 1 ml d’une culture en M17 de

chaque isolat constituant le levain « S » et « C ». Les laits ensemencés ont été incubés

pendant 16 à 18 h à 30 °C afin d’obtenir une acidité de 80 à 90 °D correspondant à un pH de

4.5 à 5.0. Les deux cultures de levains ont été ensuite refroidies à 4 °C afin d’éviter

l’augmentation de l’acidité.

VI-2 Fabrication proprement dite
Les cultures de levain ont été réchauffées sur un feu pendant quelques minutes

jusqu’à la température de 30 °C puis 45 ml d’une des cultures a servi à ensemencer 5 litres

de lait pasteurisé partiellement écrémé (acheté dans le commerce sous forme liquide). Les

deux types de fromage « S » et « C », ont été fabriqués en parallèle. Le fromage « I » a été

fabriqué séparément, moins de 48 h plus tard.

Les laits ensemencés ont été incubés à 30°C pendant 24 h jusqu’à obtention d’un

caillé. L’acidité titrable a été mesurée toutes les deux heures. Quelques gouttes de présure

animale ont été ajoutées à 2 h de fabrication. La présure lyophilisée, fournie par la laiterie de

Tlemcen, a été au préalable diluée dans de l’eau distillée à raison de 2,5 g dans 50 ml d’eau.

Après 24 h de fabrication, le caillé a été mis dans un sac d’égouttage suspendu dans une

chambre froide à 6 °C pendant 24 h.

VII- ANALYSE DES FROMAGES
VII-1 Analyses microbiologiques

Les germes recherchés et dénombrés ont été :

- la microflore totale sur gélose nutritive (composition en annexe IV) après 24 h à 37

°C.

- les entérobactéries sur milieu Mac Conkey solide (annexe IV) après 24 h à 37 °C.

- les coliformes totaux recherchés sur bouillon lactosé bilié au vert brillant (BLBVB)

(Dunham et Schoenlein, 1926, (http://microbioalimentaire.dynamicforum.net/t2-b)

(composition du milieu en annexe IV) après incubation à 37 °C pendant 24 h puis dénombrés

ensuite par la méthode du NPP (norme NF ISO 4831 (V 08 -016) selon la table de Mac

Credy (technique décrite en annexe II). Enterobacter a été détecté par le test IMVIC (annexe

II).
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- les entérocoques recherchés sur bouillon Rothe qui est un test présomptif puis

EVA Litsky pour le test confirmatif (annexe IV). Ces deux milieux ont été incubés à 37 °C

pendant 24 h,

- les Salmonella recherchées sur milieu solide SS après enrichissement sur bouillon

au sélénite SFB (annexe IV). les milieux SS et SFB ont été incubés à 37 °C pendant 24 h,

- les Staphylococcus aureus recherchés sur milieu Chapman Mannitol après

incubation à 37 °C pendant 24 h et après enrichissement dans le bouillon Giolitti et Cantoni

(annexe IV) pendant 24 h à 37 °C.

- et les spores de Clostridia recherchées sur gélose viande foie (VF) additionnée

d’alun de fer et de sulfite de sodium (annexe IV) après avoir éliminé la forme végétative par

un chauffage à 80 °C pendant 10 min.

Pour tous les germes recherchés et cités ci-dessus, l’incubation a été prolongée

jusqu’à 48 h en cas d’absence de germes à 24 h.

VII-2 Analyses physico-chimiques
Réalisées dans le Laboratoire de microbiologie (actuellement LAMAABE), Université

de Tlemcen, Algérie, sauf extrait sec et matière grasse, réalisés au « laboratoire des

substances naturelles », Université de Tlemcen, Algérie. Après 24h d’égouttage, 4

échantillons de chacun des fromages « S » « I » ont été analysés.

Détermination du poids
Après égouttage, le fromage a été mis dans un pot puis pesé à l’aide d’une balance

électronique.

Mesure de la température
Elle a été mesurée à l’aide d’un thermomètre qui a été introduit à différents endroits

du fromage.

Acidité titrable
L’acidité titrable a été mesurée de la manière suivante : à 90 ml d’eau distillée ont été

ajoutés 10 g de fromage, puis 10 ml de cette suspension a été titrée par de la soude N/9. Le

résultat a été exprimé en degré Dornic par gramme de fromage (°D/g) (1 ml de soude

correspondant à 10°D).

Détermination de l’extrait sec total et de l’humidité
La méthode a consisté à mettre 5 g de fromage dans une capsule d’étuvage placée à

l’étuve à une température comprise entre 101 et 105 °C pendant 3 heures. Les capsules ont

été ensuite transférées dans un dessiccateur pendant quelques minutes le temps qu’elles

refroidissent et atteignent la température ambiante, puis elles ont été pesées.

Le résultat a été calculé selon la formule :
EST = (P3 - P1) / (P2 – P1)
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avec P1, le poids de la capsule vide ; P2, le poids de la capsule + du fromage avant

étuvage ;P3 , le poids de la capsule plus celui du fromage après étuvage et dessiccation

Le taux d’humidité (Hm) a été ensuite calculé selon la formule suivante :

Hm = 100 - EST

Détermination de la teneur en matière grasse et du gras/sec
Elle a été faite par la méthode acide butyrométrique type Gerber.

La matière grasse ayant une densité inférieure à celle des autres composants est

séparée par centrifugation en utilisant un butyromètre. D’abord il y a dissolution des

protéines par l’acide sulfurique, puis ensuite séparation de la matière grasse par

centrifugation. Le résultat est donné en pourcentage.

Trois grammes de fromage ont été pesés et introduits dans la panse du butyromètre,

le bouchon a été fixé au col, puis 10 ml d’acide sulfurique, 1 ml d’alcool isoamylique et 8 ml

d’eau distillée ont été ajoutés. Le butyromètre a été bouché afin de pouvoir agiter

énergiquement et retourner plusieurs fois le butyromètre pendant une trentaine de secondes

afin de mélanger les phases. Puis une centrifugation a été réalisée pendant cinq minutes à

1000 tours/minute. La lecture du pourcentage de matière grasse a été faite directement

grâce aux graduations présentes sur le butyromètre.

Le Gras/Sec a été ensuite calculé selon la formule:

G/S  =  (MG/ EST) x 100

VII-3-Evaluation sensorielle
Seize personnes choisies au hasard parmi des étudiants et du personnel de

l’Université de Tlemcen dans une tranche d’âge allant de 18 à 60 ans ont accepté de

participer aux tests sensoriels. Nous leur avons fourni les échantillons et un questionnaire

que chacun devait remplir (fiche du questionnaire en annexe III).

Objectif
L’évaluation a consisté à comparer trois fromages :

- un des fromages fabriqués avec des souches isolées au laboratoire, le fromage « S »

- le fromage « I » fabriqué au laboratoire avec des ferments commerciaux.

- et un fromage de référence « R » fabriqué par l’unité Danone Djurdjura (Alger SPA)

Le fromage « C n’a pas été considéré car il présentait un caillé anormal (cf. résultats).

En vue de cette évaluation, deux types de tests ont été choisis :

- L’épreuve triangulaire

- L’épreuve de classement.
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Epreuve triangulaire

Elle s’est déroulée selon la Norme ISO 4120.1983. Elle a consisté à présenter deux

échantillons de fromage dont l’un a été répété ; le dégustateur a donc reçu trois échantillons

codés et il a été invité à déterminer le fromage répété.

Deux épreuves triangulaires ont été effectuées, la première relative à l’aspect

externe, et la seconde au goût.

Les échantillons ont été présentés selon les positions suivantes :

(R-R-I), (S-S-I), (I-I-R), (R-R-S), (I-I-S) et (S-S-R)

S: Fromage fabriqué au laboratoire avec des souches isolées au laboratoire

I : Fromage fabriqué au laboratoire avec des souches commerciales

R : Fromage de référence fabriqué par  Danone

En toute rigueur, il a manqué les combinaisons suivantes :

SIS ISI, SRS, RSR, IRI, et RIR, à cause d’une quantité de fromage insuffisante

La décision statistique a été prise après calcul d’une valeur μ obtenue par

approximation d’une loi binomiale

μ= (| 3x – n | - 1,5)/√ 2n
n : nombre de répétitions (nombre de sujets quand chaque sujet réalise une seule

épreuve)

x : nombre de réponses correctes observées

Pour être valide, l’approximation suppose que n fois 1/3 soit supérieur à 5 (donc n >

15), ce qui est le cas dans l’étude (n=16).

-Si μ observée > 1,64         les différences sont significatives à 5%

-Si μ observée > 2,33         les différences sont significatives à 1 %

-Si μ observée > 2,81         les différences sont significatives à 1 ‰

Test de classement
Il a consisté à présenter des échantillons des fromages I, R, et S et à demander au

sujet de les classer par ordre d’intensité ou degré pour une caractéristique donnée. Celui qui

avait la note la plus élevé pour une caractéristique était noté ‘1’, celui qui avait la note la plus

basse était noté ‘3’, et celui qui avait la note intermédiaire était noté ‘2’ (annexe III).

La réponse obtenue a été analysée au moyen d’une analyse de variance de

Friedmann. Ce test distribue les données en un tableau à double entrée ayant N rangées et

k colonnes. Les rangées représentent les différents sujets (dégustateurs) et les colonnes les

différentes conditions (fromages). Les données sont rangées. La détermination des rangs se

fait pour chaque rangée séparément. Donc pour k conditions, les rangs de chaque rangée se

répartissent entre 1 et k. Le test détermine si les différentes colonnes de rangs proviennent

de la même population. On calcule une valeur statistique, C2r. La distribution
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d'échantillonnage du c2r est une approximation de la distribution du khi carré à k - 1 degré de

liberté.





 ,


 C2r = SSt/SSe

Avec

n : nombre de sujets (nombre de lignes)

k : Nombre de fromages (nombre de colonne)

dl : degrés de liberté = k-1

Les résultats obtenus ont été comparés aux valeurs théoriques lues au même degré

de liberté sur la table donnée en annexe III

Khi2 théorique à 1 %= 9,21 ; à 5 % = 5,99

Nous avons réalisé quatre épreuves de classement :

- la première pour la consistance

- la deuxième pour l’acidité

- la troisième pour l’arôme

- La quatrième pour l’appréciation générale

Les fiches du questionnaire concernant ces tests sont  donnés en annexe III.

Les résultats obtenus ont été comparés aux valeurs théoriques lues au même degré

de liberté sur la table donnée en annexe III. Si la valeur du c2r calculée par la formule est

égale ou supérieure à celle donnée dans la table pour un niveau de signification et un degré

de liberté donnés, les sommes des rangs des diverses colonnes diffèrent significativement et

l’hypothèse H0 peut être rejetée (annexe III).
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I-ISOLATS LACTIQUES

I-1 Sources des isolats
Quatre-vingt-quatre isolats catalase négative à Gram positif, dont 81 coccis, ont été

obtenus à partir de 79 échantillons représentant 40 exploitations (tableau 19). 38%

provenaient de lait cru de vache, de brebis et de lait de chèvre, et 62% de laits fermentés de

brebis, chèvre, jument et chamelle. Parmi les cocci, 62% ont été isolés sur des géloses

MRS-vancomycine et 38% sur des géloses M17. Les isolats appartenant au genre

Enterococcus ont été collectés sur des géloses MRS et M17, tandis que ceux appartenant

au genre Lactococcus l’ont été sur des géloses M17, et au genre Leuconostoc sur des

géloses MRS.

Tableau 19 : Sources des isolats (1/3)
Code Source Lieu

géographique
Milieu

d’isolement
Milieu de
culture

Traitement
après traite

02 pis et
bidon

vache Tlemcen MRS+Vanc. MRS Cru

04 Pis et
bidon

vache Tlemcen MRS+Vanc MSE Cru

06 pis et
bidon

vache Tlemcen MRS+Vanc MRS Cru

09 pis et
bidon vache

Tlemcen MRS+Vanc MRS Cru

14 pis vache Tlemcen M17 M17 Cru

15 pis vache Tlemcen M17 M17 Cru

16 pis vache Tlemcen M17 M17 Cru

17 pis vache Tlemcen M17 M17 Cru

18 pis vache Tlemcen M17 M17 Cru

19 pis vache Tlemcen M17 M17 Cru

20 pis vache Tlemcen M17 M17 Cru

22 pis vache Tlemcen M17 M17 Cru

23 pis vache Tlemcen M17 M17 Cru

24 pis vache Tlemcen M17 M17 Cru

25 pis vache Tlemcen M17 M17 Cru

26 pis brebis Tlemcen MRS+Vanc MRS Fermenté

27 pis brebis Tlemcen MRS+Vanc MSE Fermenté

28 pis brebis Tlemcen MRS+Vanc MRS Fermenté

29 pis brebis Tlemcen MRS+Vanc MRS Fermenté

30 pis brebis Tlemcen MRS+Vanc MSE Fermenté

32 pis brebis Tlemcen MRS+Vanc MRS Fermenté

33 pis brebis Tlemcen MRS+Vanc MSE Fermenté
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Tableau 19 : Sources des isolats (2/3)
34 pis brebis Tlemcen MRS+Vanc MSE Fermenté

35 pis brebis Tlemcen MRS+Vanc MSE Fermenté

36 pis brebis Tlemcen MRS+Vanc MSE Fermenté

37 pis brebis Tlemcen MRS+Vanc MSE Fermenté

38 pis brebis Tlemcen MRS+Vanc MRS Fermenté

39 pis et
bidon

brebis Remchi  et
Maghnia

M17 M17 Cru

42 pis et
bidon

brebis Remchi  et
Maghnia

M17 M17 Cru

43 pis et
bidon

brebis Remchi  et
Maghnia

M17 M17 Cru

45 pis et
bidon

brebis Remchi et
Maghnia

M17 M17 Cru

46 pis et
bidon

brebis Remchi et
Maghnia

M17 M17 Cru

49 pis et
bidon

brebis Remchi  et
Maghnia

M17 M17 Cru

50 pis et
bidon

brebis Remchi  et
Maghnia

M17 M17 Cru

51 pis et
bidon

brebis Remchi et
Maghnia

M17 M17 Cru

52 pis et
bidon

brebis Remchi  et
Maghnia

M17 M17 Cru

53 pis et
bidon

brebis Remchi et
Maghnia

M17 M17 Cru

64 pis chèvre Tlemcen MRS+Vanc MRS Fermenté

65 pis Chèvre Tlemcen MRS+Vanc MRS Fermenté

66 pis chèvre Tlemcen, M17 M17 Cru

67 pis chèvre Tlemcen M17 M17 Cru

68 pis chèvre Tlemcen M17 M17 Cru

69 pis chèvre Tlemcen M17 M17 Cru

71 pis chèvre Tlemcen M17 M17 Cru

72 pis chèvre Tlemcen M17 M17 Cru

73 pis chèvre Tlemcen M17 M17 Cru

76 pis jument Honnay et Porsey MRS+Vanc MSE Fermenté

79 pis jument Honnay et Porsey MRS+Vanc MSE Fermenté

81 pis jument Honnay et Porsay MRS+Vanc MSE Fermenté

82 pis jument Honnay et Porsey MRS+Vanc MSE Fermenté

83 pis jument Honnay et Porsey MRS+Vanc MSE Fermenté

86 pis jument Honnay et Porsey MRS+Vanc MSE Fermenté

87 pis jument Honnay et Porsey MRS+Vanc MSE Fermenté

89 pis jument Tlemcen /jument M17 M17 Fermenté

90 pis jument Tlemcen M17 M17 Fermenté

91 pis jument Tlemcen M17 M17 Fermenté

92 pis jument Tlemcen M17 M17 Fermenté

93 pis jument Tlemcen M17 M17 Fermenté

94 pis jument Tlemcen M17 M17 Fermenté

95 pis jument Tlemcen M17 M17 Fermenté
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Tableau 19 : Sources des isolats (3/3)
96 pis jument Tlemcen M17 M17 Fermenté

97 pis jument Tlemcen M17 M17 Fermenté

98 pis jument Tlemcen M17 M17 Fermenté

99 pis chameau Béchar et
Tamanraset

MRS +Vanc ME Fermenté

102 pis chameau Béchar et
Tamanraset

MRS+ Vanc MRS Fermenté

103 pis
chameau

Béchar et
Tamanraset

MRS+Vanc ME Fermenté

104 pis chameau Béchar et
Tamanraset

MRS +Vanc ME Fermenté

105 pis
chameau

Béchar et
Tamanraset

MRS+Vanc MRS Fermenté

106 pis
chameau

Bechar et
Tamanraset

MRS+ Vanc ME Fermenté

106 bis pis Béchar et
Tamanraset

MRS+ Vanc MRS Fermenté

107 pis chameau Bechar et
Tamanraset

MRS+ Vanc ME Fermenté

108 pis
chameau

Béchar et
Tamanraset

MRS+ Vanc ME Fermenté

109 pis chameau Béchar et
Tamanraset

MRS+ Vanc MRS Fermenté

110 pis chameau Béchar et
Tamanraset

MRS+ Vanc MRS Fermenté

111 pis
chameau

Béchar et
Tamanraset

MRS+ Vanc ME Fermenté

112 pis chameau Béchar et
Tamanraset

MRS+ Vanc MRS Fermenté

113 pis chameau Béchar et
Tamanraset

MRS+ Vanc ME Fermenté

115 pis chameau Béchar et
Tamanraset

M17 M17 Fermenté

117 pis
chameau

Béchar  et
Tamanraset

M17 M17 Fermenté

118 pis
chameau

Béchar et
Tamanraset

M17 M17 Fermenté

119 pis
chameau

Béchar et
Tamanraset

M17 M17 Fermenté

135 pis
chameau

Béchar et
Tamanraset

MRS+Vanc M17 Fermenté

136 pis
chameau

Béchar et
Tamanraset

MRS +Vanc M17 Fermenté

137 pis
chameau

Béchar et
Tamanraset

M17 M17 Fermenté

Total
= 84

I-2 Identification moléculaire des isolats
Elle a été réalisée avec des méthodes moléculaires basées sur l’analyse des

séquences d’ADN par des techniques PCR, Rep-PCR et PCR spécifique. La Rep-PCR a

nécessité l’utilisation de 3 amorces différentes, REP, ERIC et GTG5 pour regrouper sans

ambiguité tous les isolats.
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Ainsi, 90 % des isolats (77 sur 84) ont été affiliés avec certitude à sept espèces et

sous-espèces de LAB mésophiles établies appartenant à quatre genres, à savoir :

Enterococcus (48 isolats; E. hirae (21), E. durans (13), E. faecalis (7), E. sp. (7),

Leuconostoc (15 isolats, L. mesenteroides), Lactococcus (11 isolats, L. lactis subsp. lactis) et

Lactobacillus (3 isolats, Lb. plantarum).

D’abord, les 84 isolats ont été regroupés en douze groupes (A1-A12) (figure 37)

après classification hiérarchique de leurs profils Rep-PCR. Chaque profil résultait de la

combinaison des profils de fragments PCR obtenus avec les amorces REP, ERIC et (GTG)5..

Chaque groupe comprenait des profils Rep-PCR homologues entre eux à plus de 40 %.

Soixante dix isolats partagent plus de 40% d'homologie avec les profils de six espèces et

sous-espèces de LAB établies : L. mesenteroides, E. hirae, E. durans, E. faecalis, Lc. lactis

subsp. lactis, et Lb. plantarum. Cela suggérait fortement une appartenance de ces isolats à

une de ces espèces. Les sept isolats du groupe A10 avaient des profils Rep-PCR proches

de ceux d’E. faecium et E. hirae, mais  présentant cependant moins de 40% d'homologie

avec ceux-ci ; c’est pour cela qu’ils ont été nommés Enterococcus sp..

Puis, les identifications présomptives d’Enterococcus, Lb .plantarum et Lc. lactis

subsp lactis basées sur leurs profils Rep-PCR ont été confirmées par PCR spécifique de ces

genres, espèces et sous-espèce, sur des ADN d’isolats représentatifs des groupes Rep les

contenant, à savoir les groupes A1, A5, A8 et A11. Ainsi, les espèces et sous-espèces

génétiquement proches de Lb. plantarum, à savoir Lb. pentosus et Lb. paraplantarum, et de

Lc. lactis, à savoir, Lc. lactis subsp. cremoris, ont été définitivement exclues.

Les isolats de L. mesenteroides (groupe A7) avaient un génotype similaire à ceux de

la sous-espèce dextranicum (profils Rep-PCR 1, 2), mesenteroides (profil Rep-PCR 3), ou

autre (profil Rep-PCR 4) (figure 37). Aucun n’avait un génotype similaire à celui de la sous-

espèce cremoris. Les isolats de la sous-espèce inconnue étaient nettement discriminés des

isolats de la sous-espèce mesenteroides par leurs profils REP-PCR (profils Rep-PCR 3

versus 4 ; figure 37), et des isolats de la sous-espèce dextranicum par leurs profils REP-

PCR (profils Rep-PCR 1,2 versus 4 ; figure 37).

Le groupe Lc. lactis A9 était très semblable au groupe A de L. lactis subsp. lactis,

obtenu à partir de l’analyse dite « Multilocus sequence Analysis» et de profils génotypiques

GTG5 (Rademaker et al., 2007).

Enfin, aucun nom d’espèce ni de genre n’a pu être donné aux sept coques restants

appartenant aux groupes : A2, A3, A4, A6 et A12 car leurs profils Rep-PCR ne se

regroupaient avec aucun des profils de référence de la souchothèque à plus de 40 %

d’homologie. Les profils Rep-PCR et les PCR spécifiques ont indiqué que ce n’étaient ni des

entérocoques, ni des pédiocoques, ni Streptococcus thermophilus ou gallolyticus, ni L.

garviae.
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Figure 37 : Dendrogramme des profils Rep-PCR des 84 isolats et d’une sélection de LAB de
référence (Bendimerad et al., 2012). Lire 106bis au lieu de 106 pour le groupe Lb. plantarum
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- Diversité génotypique au sein des espèces et sous espèces

Vingt et un profils Rep-PCR ont pu être distingués parmi les 84 isolats (Figure 37). Un

profil a été observé dans chacun des sept groupes A2-A4, A6, A8, A10 et A12 et A3, deux

profils différents dans chacun des trois groupes A1, A5 et A11 (E. durans, Lb. plantarum, et

E. hirae), et 4 profils différents dans les groupes A9 (Lc. lactis lactis) et A7 (Leuc.

mesenteroides), avec un pour la sous-espèce mesenteroides, un pour la sous-espèce

inconnue et deux pour la sous-espèce dextranicum.

Figure 38 : Dendrogramme et profils Rep-PCR du groupe Rep A7 correspondant aux isolats
et aux souches de référence L. mesenteroides (Bendimerad et al., 2012).a, nom des isolats et
des souches de référence ; b, nom des isolats et des souches de référence ; c, voir tableau 20
pour la signification
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Tableau 20 : Fréquence et identité des coques mésophiles isolés des différents  laits crus et fermentés

Produits laitiers Isolats
Nature
(a)

du lait

Lieu géographique Nombre
d’echantillons
/fermes

Nombre Milieu d’isolement groupe -Rep Genrec espèce subsp  biovar Numéro du profil
Fingerpr (nombre isolats)
number

Cru de
vache
(RCo)

Ouest Algérien
Tlemcen ville

15/6 4

11

MRS -
vancomycin

M17

A7

A2, A6

A9
A1
A4

L.

?

L.
E.
?

mesenteroides

?

lactis  lactis diacetylactis
durans
?

4 (2)

(1), (1)

4 (1)
1 (9)

(1)

Cru de
chèvre

(RG)

Fermenté de
chèvre
(FG)

Ouest Algerien
Tlemcen ville

Ouest Algerien
Tlemcen ville

14/8

3/2

7

2

M17

MRS-
vancomycin

A11
A8

A7

E.
E.

L

hirae
faecalis

mesenteroides dextranicum

1 (2), 2 (2)
(3)

2 (2)

Fermenté de
jument
(FM)

Ouest Algerien
Tlemcen( ville)

6/3 10 M17 A9 L. lactis lactis diacetylactis 1 (6), 2 (3), 3(1)
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a forme abrégée
b voir figure 38
c en gras, détermination par PCR spécifique

Tableau 20 (suite et fin)
Produits laitiers Isolat

Nature
(a)

Lieu géographique Nombre
d’echantilLons
/fermes

Nombre Milieu
d’isolement

groupe -
Rep

Genrec espèce subsp  biovar Numéro du profil
Fingerpr (nombre isolats)

number

Fermenté
de chamelle
(FCa)

Sahara Algérien
Bechar
et

Tamanrasset

5/3 16

5

MRS -
vancomycin

M17

A7

A11

A5

A11
A8

L.

E.

L.
E.
Ent.

mesenteroides mesenteroides

hirae

plantarum
hirae
faecalis

3 (3)
1 (10)

1 (2), 2 (1)

1 (2)
(3)

Total 79/40 84 2 12 4 6 espèces établies
3 sous-espèces établies

21 (84)
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I-3-Caractérisation des isolats

I-3-1Phénotypes des isolats de Leuconostoc mesenteroides
Phénotypes utilisés pour l’identification
Tous les isolats de Leuconostoc ont poussé en présence de 2,5 % de NaCl et ont

utilisé le lactose et le galactose. Ils ont aussi produit de l’acétoine à l’exception de quatre

isolats de L. mesenteroides de la sous-espèce inconnue (L. mesenteroides de génotype 4),

les isolats 26, 29, 37 et 38. Ils ont tous produit du dextrane, en particulier les L

mesenteroides ayant le profil génotypique mesenteroides/cremoris alors que la souche type

de L. mesenteroides subsp. cremoris n’en produit pas (Garvie, 1986; Hemme et Foucaud-

Scheunemann, 2004; ce travail). Ils n’ont pas utilisé le citrate, ou très faiblement pour la

souche type de L. mesenteroides subsp. cremoris.

Capacité acidifiante
Capacité coagulante rapide

Quatre isolats sur 14 de Leuconostoc testés ont été capables de coaguler le lait

après une incubation à 30 °C pendant 18 h (tableau 21). L’isolat de la sous-espèce

mesenteroides a coagulé le lait malgré une faible quantité d’acide.

Tableau 21: Acide produit par les isolats Leuconostoc à coagulation rapide après 18h

de culture en lait à 30°C

Isolats Acidité (°D)

L.mesenteroides subsp mesenteroides

109 79°C

L. mesenteroides subsp inconnue

06

26

32

31.5

28.7

31.8

Effet de la température sur la capacité acidifiante (figure 39)

Pour tous les isolats et les souches type, sauf celle de L. mesenteroides subsp.

cremoris, les températures de 25 °C et 30 °C ont permis d’obtenir les pH les plus bas. Les

températures de 42 °C et 50 °C ont seulement permis une légère diminution du pH.

Contrairement aux autres isolats, y compris les isolats appartenant à la sous-espèce

inconnue, la souche type de L. mesenteroides subsp. cremoris a également de mieux en
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mieux acidifié le lait lorsque la température est passée de 25 °C à 37 °C – 42 °C, ce qui n'a

pas encore été décrit pour les leuconostocs.

Figure 39 : Valeurs moyenne du pH de laits stériles (lait ‘Sabourin’) ensemencés par les

isolats indiqués plus bas, après 48 h d’incubation, en fonction de la température d’incubation.

*,: addition d’extrait de levure à 1 %

( ), L. lactis subsp. lactis ayant les empreintes Rep L. lactis 1 et 2 (9 isolats); ( ), L. lactis

subsp. lactis ayant l’empreinte Rep L. lactis 3 (1 isolat); ( ), L. lactis subsp. lactis

CNRZ142T; ( ), inoculated milk; ( ), L. mesenteroides subsp. dextranicum (3 isolats and

CNRZ 77T); ( ), L. mesenteroides subsp. mesenteroides (3 isolats et CNRZ 749T); ( ),

dextran-positive L. mesenteroides subsp. inconnue (6 isolats) ; ( ), dextran-negative L.

mesenteroides subsp. cremoris (CNRZ 361T); ( ) ; E. hirae and E. durans (2 isolats

représentant E. hirae et 1 isolat représentant E. durans).

Effet de l’extrait de levure sur la capacité acidifiante à 30 °C

Il faut d’abord noter que, dans les mêmes conditions (température, teneur en extrait

de levure, temps de culture), les valeurs de pH atteintes par les cultures de leuconostocs

étaient beaucoup plus élevées en lait ‘Régilait’ qu’en lait ‘Sabourin’, surtout pour les sous-

espèces dextranicum et inconnue. En lait ‘Régilait’, les valeurs de pH étaient supérieures à

6,0 pour les isolats L. mesenteroides subsp. dextranicum et inconnue et à 4,75 pour les

isolats L. mesenteroides subsp. mesenteroides à 24 heures (figures 40 - 42) ; en lait
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mieux acidifié le lait lorsque la température est passée de 25 °C à 37 °C – 42 °C, ce qui n'a

pas encore été décrit pour les leuconostocs.

Figure 39 : Valeurs moyenne du pH de laits stériles (lait ‘Sabourin’) ensemencés par les

isolats indiqués plus bas, après 48 h d’incubation, en fonction de la température d’incubation.

*,: addition d’extrait de levure à 1 %
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isolats indiqués plus bas, après 48 h d’incubation, en fonction de la température d’incubation.

*,: addition d’extrait de levure à 1 %

( ), L. lactis subsp. lactis ayant les empreintes Rep L. lactis 1 et 2 (9 isolats); ( ), L. lactis

subsp. lactis ayant l’empreinte Rep L. lactis 3 (1 isolat); ( ), L. lactis subsp. lactis

CNRZ142T; ( ), inoculated milk; ( ), L. mesenteroides subsp. dextranicum (3 isolats and

CNRZ 77T); ( ), L. mesenteroides subsp. mesenteroides (3 isolats et CNRZ 749T); ( ),

dextran-positive L. mesenteroides subsp. inconnue (6 isolats) ; ( ), dextran-negative L.

mesenteroides subsp. cremoris (CNRZ 361T); ( ) ; E. hirae and E. durans (2 isolats

représentant E. hirae et 1 isolat représentant E. durans).
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étaient beaucoup plus élevées en lait ‘Régilait’ qu’en lait ‘Sabourin’, surtout pour les sous-

espèces dextranicum et inconnue. En lait ‘Régilait’, les valeurs de pH étaient supérieures à
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isolats L. mesenteroides subsp. mesenteroides à 24 heures (figures 40 - 42) ; en lait
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‘Sabourin’, les valeurs moyennes de pH étaient déjà de 5,32 pour les isolats L.

mesenteroides subsp. dextranicum, 4,47 pour les isolats L. mesenteroides subsp.

mesenteroides et 5,42 pour les isolats L. mesenteroides subsp. inconnue à 24 heures de

culture (non montré). Le lait ‘Sabourin’ est certainement plus riche que le lait ‘Régilait’ en

facteur(s) de croissance nécessaire(s) à l’activité des leuconostocs, surtout celles des sous-

espèces dextranicum et inconnue. Ce(s) facteur(s) limitant(s) n’a (ont) pas été apporté(s) au

lait ‘Régilait’ par les 0,1 % d’extrait de levure ajouté.

A 30 °C, la présence d'extrait de levure à 0,1 % dans le lait ‘Sabourin’ a entrainé un pH plus

bas en fin d’acidification (après 48 h d’incubation) pour tous les leuconostocs; mais la

hiérarchie entre les capacités acidifiantes de chaque sous-espèce observée en absence

d’extrait de levures n’a pas été modifiée (figure 39). Ce sont les isolats et la souche type L.

mesenteroides subsp. mesenteroides qui ont le mieux répondu à la présence de l’extrait de

levures, ce qui est conforme aux exigences plus faibles de cette sous-espèce pour sa

croissance (Garvie, 1986). A l’opposé, c’est la souche type de L. mesenteroides subsp.

cremoris qui a le moins bien répondu. Ce sont les isolats de la sous-espèce mesenteroides

qui acidifiaient aussi le plus rapidement le lait ‘Régilait’ en présence de 0,1 % d’extrait de

levure (figures 40-42).

L’ajout d’extrait de levures à 0,3 et 0,5 % au lieu de 0,1 % a provoqué une

augmentation de la vitesse d’acidification du lait ‘Régilait’, plus importante pour 0,5 %, à des

stades différents selon la sous-espèce : entre 4 et 6 heures pour la sous-espèce

dextranicum, entre 6 et 8 heures pour la sous-espèce mesenteroides, et entre 8 et 24 heures

pour la sous-espèce inconnue (figures 40-42). Les différences de pH se sont maintenues

jusqu’à 24 heures de culture.
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Figure 40 : Effet de différentes concentrations d'extrait de levure sur la variation du

pH au cours du temps d’une culture en lait reconstitué (Régilait) de l’isolat L. mesenteroides

subsp. inconnue ‘29’ à 30 °C pendant 24 h. Comme les graphes des isolats de la même

sous espèce se ressemblent, les graphes d’un seul isolat L. mesenteroides subsp. inconnue

ont été représentés pour cette sous-espèce.

Figure 41: Effet de différentes concentrations d'extrait de levure sur la variation du

pH au cours du temps d’une culture en lait reconstitué (Régilait) de l’isolat L. mesenteroides

subsp. dextranicum ‘64’ à 30 °C pendant 24 h. Comme les graphes des isolats de la même

sous espèce se ressemblent, les graphes d’un seul isolat L. mesenteroides subsp.

dextranicum ont été représentés pour cette-espèce.
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Figure 42 : Effet de différentes concentrations d'extrait de levure sur la variation du

pH au cours du temps d’une culture en lait reconstitué (Régilait) de l’isolat L. mesenteroides

subsp. mesenteroides ‘109’ à 30 °C pendant 24 h. Comme les graphes des isolats de la

même sous espèce se ressemblent, les graphes d’un seul isolat L. mesenteroides subsp.

mesenteroides ont été représentés pour cette sous-espèce.

Figure 43: Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en

lait reconstitué (‘Régilait’) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats

Leuconostoc mesenteroides subsp inconnue (un seul génotype Rep ); Mesures à 0, 2, 4, 6,

8, 18 et 24 heures. Les isolats 02 et 06 ne figurent pas par manque de données). ,  et ,

numéro des phases. , période d’impact de l’extrait de levure à 0,3 % et 0,5 %.
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Figure 42 : Effet de différentes concentrations d'extrait de levure sur la variation du

pH au cours du temps d’une culture en lait reconstitué (Régilait) de l’isolat L. mesenteroides

subsp. mesenteroides ‘109’ à 30 °C pendant 24 h. Comme les graphes des isolats de la

même sous espèce se ressemblent, les graphes d’un seul isolat L. mesenteroides subsp.

mesenteroides ont été représentés pour cette sous-espèce.

Figure 43: Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en

lait reconstitué (‘Régilait’) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats

Leuconostoc mesenteroides subsp inconnue (un seul génotype Rep ); Mesures à 0, 2, 4, 6,

8, 18 et 24 heures. Les isolats 02 et 06 ne figurent pas par manque de données). ,  et ,

numéro des phases. , période d’impact de l’extrait de levure à 0,3 % et 0,5 %.
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Figure 42 : Effet de différentes concentrations d'extrait de levure sur la variation du

pH au cours du temps d’une culture en lait reconstitué (Régilait) de l’isolat L. mesenteroides

subsp. mesenteroides ‘109’ à 30 °C pendant 24 h. Comme les graphes des isolats de la

même sous espèce se ressemblent, les graphes d’un seul isolat L. mesenteroides subsp.

mesenteroides ont été représentés pour cette sous-espèce.

Figure 43: Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en

lait reconstitué (‘Régilait’) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats

Leuconostoc mesenteroides subsp inconnue (un seul génotype Rep ); Mesures à 0, 2, 4, 6,

8, 18 et 24 heures. Les isolats 02 et 06 ne figurent pas par manque de données). ,  et ,

numéro des phases. , période d’impact de l’extrait de levure à 0,3 % et 0,5 %.
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Figure 44 : Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en

lait reconstitué (‘Régilait’) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats

Leuconostoc mesenteroides subsp dextranicum. Mesures à 0, 2, 4, 6, 8, 18 et 24 heures. 

et , numéro des phases. , période d’impact de l’extrait de levure à 0,3 % et 0,5 %.

Figure 45 : Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en

lait reconstitué (‘Régilait’) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats

Leuconostoc mesenteroides subsp mesenteroides (un seul génotype Rep). Mesures à 0, 2,

4, 6, 8, 18 et 24 heures.  et , numéro des phases. , période d’impact de l’extrait de

levure à 0,3 % et 0,5 %.
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Figure 44 : Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en

lait reconstitué (‘Régilait’) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats

Leuconostoc mesenteroides subsp dextranicum. Mesures à 0, 2, 4, 6, 8, 18 et 24 heures. 

et , numéro des phases. , période d’impact de l’extrait de levure à 0,3 % et 0,5 %.

Figure 45 : Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en

lait reconstitué (‘Régilait’) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats

Leuconostoc mesenteroides subsp mesenteroides (un seul génotype Rep). Mesures à 0, 2,

4, 6, 8, 18 et 24 heures.  et , numéro des phases. , période d’impact de l’extrait de

levure à 0,3 % et 0,5 %.
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Figure 44 : Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en

lait reconstitué (‘Régilait’) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats

Leuconostoc mesenteroides subsp dextranicum. Mesures à 0, 2, 4, 6, 8, 18 et 24 heures. 

et , numéro des phases. , période d’impact de l’extrait de levure à 0,3 % et 0,5 %.

Figure 45 : Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en

lait reconstitué (‘Régilait’) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats

Leuconostoc mesenteroides subsp mesenteroides (un seul génotype Rep). Mesures à 0, 2,

4, 6, 8, 18 et 24 heures.  et , numéro des phases. , période d’impact de l’extrait de

levure à 0,3 % et 0,5 %.
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Evolution du pH en fonction de l’acide produit

Les graphes des figures 43, 44 et 45 montrent l’évolution du pH en fonction de l’acide

produit dans le lait supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pendant 24 heures pour les

isolats L. mesenteroides subsp. mesenteroides, L. mesenteroides subsp. dextranicum et L.

mesenteroides subsp. inconnue.

Sur une durée de 24 h à 30 °C, les valeurs de pH n‘étaient pas liées de façon linéaire

aux quantités d’acides présentes dans le lait. On peut distinguer plusieurs phases, selon la

pente de la courbe. Ces phases ont été numérotées de la même façon pour les graphes

leuconostocs, entérocoques, lactobacilles et lactocoques.

On observe les phases type 0, 1 et 3 pour les leuconostocs. Les courbes des isolats

L. mesenteroides subsp. dextranicum et L. mesenteroides subsp. inconnue sont proches

entre elles bien que distinctes entre les deux sous-espèces. Les courbes des isolats ayant le

même génotype Rep ne sont pas forcément superposables (figures 43, 44 et 45). Les

courbes des isolats d’une même sous-espèce, en l’occurrence L. mesenteroides subsp.

dextranicum, diffèrent selon le génotype Rep de l’isolat (figure 44).

On retrouve à 24 heures la hiérarchie déjà observée à 48 heures dans les mêmes

conditions (température, milieu ; figure 39) entre les valeurs du pH atteintes pour les isolats

des trois sous-espèces, mesenteroides, dextranicum et inconnue, avec des valeurs plus

basses pour les isolats de la sous-espèce mesenteroides.

La phase type 0 est visible pour les isolats L. mesenteroides subsp. inconnue et L.

mesenteroides subsp. dextranicum mais pas pour les isolats L. mesenteroides subsp.

mesenteroides aux alentours de pH 6,7. Elle a duré environ 2 heures.

Chez les isolats L. mesenteroides subsp mesenteroides cette phase type 0 n’aurait

pas existé, ou n’aurait pas été visible du fait d’un métabolisme plus rapide. La première

phase visible pour ces isolats était la phase type 3, au cours de laquelle le pH a diminué de

6,8 à 6,2 alors que la quantité d’acide qui s’accumulait a augmenté de 2 à 5 g/l Cette phase

type 3 a suivi la phase type 0 et a été la dernière phase observée chez la majorité des isolats

L. mesenteroides subsp inconnue et tous les isolats L. mesenteroides subsp dextranicum

pendant les 22 dernières heures de culture. Cette phase type 3 n’a duré qu’environ 4 heures

pour les isolats L. mesenteroides subsp. mesenteroides.

Pour les isolats L. mesenteroides subsp. mesenteroides, et deux des isolats L.

mesenteroides subsp. inconnue on voit après la phase type 3 et des valeurs de pH aux

environ de 6,2, une phase type 1 au cours de laquelle le pH a beaucoup diminué, passant de

6,2 à au plus 4,7, alors que moins d’acide que dans la phase 3 précédente s’était accumulé

dans le lait (2,64, 4.40, 6.40, 5.90 et 6.30g/l).
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Quelle que soit la sous-espèce considérée, l’ajout d’extrait de levure à 0,3 et 0,5 %

au lieu de 0,1 % est associé à des valeurs de pH plus basses au cours de la phase type 3.

I-3-2. Phénotypes des isolats Lactococcus lactis

Phénotypes utilisés pour l’identification phénotypique
Tous les isolats L. lactis se sont développés en présence de 2,5 % de NaCl mais pas

6,5 %. Tous possèdent une protéase et ont utilisé le maltose, le galactose, le lactose et

l’arginine ce qui est un phénotype majoritaire chez la sous-espèce lactis de L. lactis.

Ils ont aussi utilisé le citrate et produit de l’acétoine ce qui est typique du biovar

diacetylactis de Lc. lactis subsp. lactis. De 50 % à 75 % des colonies des isolats 92, 93 et 94

ont utilisé le citrate sur milieu KMK.

Capacité acidifiante
Capacité coagulante rapide

A l’exception des isolats 93 et 94 avec génotype 2 qui sont à coagulation lente, tous

les autres isolats de L. lactis analysés ont coagulé le lait après une incubation de 18 h à 30

°C. Les concentrations d’acides mesurées sont indiquées dans le tableau 22.

Tableau 22 : Acide produit par les isolats de lactocoques à coagulation rapide après 18

heures de culture en lait ‘Régilait’ à 30 °C (en °D).

Isolats Acidité (°D)

lactis génotype 1

89

90

91

95

96

97

100,1

96,8

97,9

92,4

95,7

99,0

lactis génotype 2

92 97,9

lactis génotype 3

98 76,8

lactis génotype 4

15 75,9
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Les lactocoques génotypes 1 et 2 ont produit en moyenne 3 fois plus d’acide que les

leuconostocs pendant la même durée de culture en lait.

La quantité d’acide mesurée est similaire pour tous les isolats sauf pour les isolats 15

et 98 (génotypes 4 et 3, respectivement) pour lesquels elle était plus faible. L’isolat 15 n’était

probablement pas pur. Lors des essais de capacité acidifiante les cultures de cet isolat

contenait vraisemblablement une majorité d’ E. hirae de génotype 2, au vu de son profil de

réponse pH en fonction de l’acide produit se rapprochant de celui d’un isolat E. hirae de

génotype 2 par sa forme (figure 45), mais produisant beaucoup plus d’acide (8 g/l), et des

incohérences que nous avons rencontrées plus tard en réalisant l’identification moléculaire,

selon la colonie isolée à partir de laquelle était faite l’identification. Nous en sommes restés à

la dernière identification moléculaire, L. lactis, correspondant à un isolat pur. Par contre

l’isolat 98 a eu une réponse cohérente au cours des essais d’acidification menés en Algérie

(tableau 22 et cinétiques pH en fonction du temps non montrée) et en France (figure 39), et

par rapport à son identification moléculaire.

Effet de l’extrait de levure sur l’acidification

L’ajout d’extrait de levure au lait à des concentrations allant de 0,1 % à 0,5 % a

augmenté les vitesses d’acidification des lactocoques de génotypes 1, 2 et 3, et, à une

concentration de 0,1 % a fait baisser la valeur du pH minimum atteint par les cultures de

lactocoques de génotype 3. Le lactocoque de génotype 4 (isolat 15) n’a pas été étudié (cf.

problème pureté décrit au-dessus).

Il faut d’abord noter que, de façon générale, les valeurs de pH atteintes par les

cultures de lactocoques étaient beaucoup plus basses en lait ‘Régilait’, avec des valeurs aux

environ de 3,5 (figures 46 et 47), qu’en lait ‘Sabourin’, avec des valeurs aux environs de 4,15

(figure 39). Le lait ‘Sabourin’ est certainement moins riche que le lait ‘Régilait’ en facteur(s)

de croissance nécessaire(s) à l’activité des lactocoques. Ce(s) facteur(s) limitant(s) n’a (ont)

pas été apporté(s) par les 0,1 % d’extrait de levure.

C’est surtout pour l’isolat L. lactis de génotype 3 que l’ajout d’extrait de levure au lait

a induit une acidification significativement meilleure du lait ‘Sabourin’ à 48 heures de culture

(figure 39). Pour les isolats L. lactis de génotypes 1 et 2, la différence d’acidification entre

ajout ou non d’extrait de levure n’est pas significative. L’isolat 98 était donc plus exigeant que

les autres pour sa croissance, puisqu’il a fallu complémenter le lait par de l’extrait de levures

pour qu’il puisse acidifier de la même manière que les autres après 48 heures à 30 °C.

La quantité d’acide mesurée après 24 h de culture en lait ‘Régilait’ plus 0,1 % d’extrait de

levures (figure 47; seuls les isolats de génotype L. lactis de génotypes 1 et 2 y figurent) est

similaire à celle produite après 18 h de culture en lait sans extrait de levure (tableau 22).

L’ajout d’extrait de levure à 0,3 % au lieu de 0,1 % a modifié la vitesse d’acidification entre 4
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et 6 heures de culture, ou 6 et 8 heures, selon les souches (figure 46). L’ajout d’extrait de

levure à 0,5 % au lieu de 0,1 % a augmenté la vitesse d’acidification plus tôt, entre 2 et 4

heures de culture, ou 4 et 6 heures, selon les souches (figure 46). Selon les souches, les

différences de pH étaient moins élevées ou absentes à 24 heures de culture.

Effet de la température sur l’acidification (figure 39)

Les valeurs de pH indiquées sur la figure 39 après 48 h d’incubation étaient déjà les

mêmes après 24 heures, à l’exception des valeurs de l’isolat 98 qui diminuaient encore entre

24 et 72 heures d’incubation. Ainsi, à l’exception de l’isolat 98 de génotype L. lactis 3, les

isolats L. lactis subsp. lactis de génotypes 1 et 2 ont rapidement et beaucoup acidifiés aux

températures de 25 °C, 30 °C et 37 °C, et encore à 42 °C. L’acidification à cette dernière

température au-delà de pH 5,5 est atypique pour des L. lactis subsp. lactis. Les différences

d’acidification entre l’isolat 98 et les autres isolats ont été retrouvées en incubant 2 laits

reconstitués d’origine différente (’Sabourin’ figure 39; et ‘Régilait’ tableau 32) à 30 °C.

Figure 46: Effet de différentes concentrations d'extrait de levure sur la variation du

pH au cours du temps d’une culture en lait reconstitué (Régilait) de l’isolat L. lactis subsp.

lactis ‘96’ à 30 °C pendant 24 h. Comme les graphes des isolats de la sous espèce L. lactis

subsp. lactis se ressemblent, les graphes d’un seul isolat ont été représentés.
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Evolution du pH en fonction de l’acide produit

Figure 47 : Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en

lait reconstitué (‘Régilait’) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats L. lactis

subsp. lactis. Mesures à 0, 2, 4, 6, 8, 18 et 24 heures. Les isolats 15 et 98 (génotypes 3 et 4)

ne figurent pas (voir § capacité coagulante rapide pour l’isolat 15; les données ‘acidité’

manquent pour l’isolat 98). Mesures à 0, 2, 4, 6, 8, 18 et 24 heures. ,  et , numéro des

phases.

La production de lactate après 24 heures de culture (figure 47) est similaire à celle

obtenue après 18 heures de culture (tableau 22). La figure 47 montre même que

l’accumulation de lactate est pratiquement terminée après huit heures de culture en lait

reconstitué ‘Régilait’.

Sept des neuf isolats testés ont produit 10 g d’acide lactique par litre de lait après 24

heures d’incubation. Deux des trois isolats de génotype 2, les isolats 93 et 94, ont à la fois

produit moins de lactate (20% de moins) et moins acidifiés (valeurs de pH à 24 h de 4,0 au

lieu de 3,5). On ne retrouve pas ces différences lors des essais montrés sur la figure  39,

mais, comme indiqué au-dessus, le pH atteint a été systématiquement plus élevé dans le lait

reconstitué 'Sabourin’ (4,25 versus 3,50 dans des conditions similaires).

Sur une durée de 24 h à 30 °C, les valeurs de pH n‘étaient pas liées de façon linéaire

aux quantités d’acides présentes dans le lait. On peut distinguer plusieurs phases, selon la
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pente de la courbe. Ces phases ont été numérotées de la même façon pour les graphes

leuconostocs, entérocoques, lactobacilles et lactocoques. On observe les phases type 1 et 3

pour les isolats L. lactis subsp. lactis.de génotypes 1 et 2. La première et la troisième phase

sont des phases de type 1. La première phase correspond aux quatre premières heures de

culture. Pendant cette phase, les valeurs de pH ont diminué de 6,7 à 5,7 tandis que la

quantité d’acide a augmenté de 2,0 à 3,5 grammes d’acide lactique par litre de lait. La

troisième phase correspond aux 18 dernières heures de culture. Pendant cette phase, les

valeurs de pH ont diminué de 5,5 à au plus 3,5 tandis que la quantité d’acide a augmenté de

4,5 - 6,0 grammes d’acide lactique par litre de lait.

Une phase type 3 suit la première phase type 1 pendant environ 2 heures. Pendant

cette phase, les valeurs de pH ont diminué de 5,7 à 5,5 tandis que la quantité d’acide a

augmenté de 3,5 à au plus 6,0 grammes d’acide lactique par litre de lait.

I-3-3 Phénotypes des isolats d’entérocoques
Phénotypes utilisés pour l’identification phénotypique

Les isolats Enterococcus faecalis sont les seuls à avoir bien poussé sur un milieu contenant

jusqu’à 6,5 % de NaCl. Tous les isolats d’entérocoques ont utilisé le galactose ; seuls les

isolats appartenant à l’espèce Enterococcus faecalis ont utilisé l’arginine. Le citrate a été

utilisé par les isolats Enterococcus faecalis, plus faiblement par les isolats E. hirae, E. sp. et

E. durans (couleur verdâtre au lieu de bleue du milieu KMK). Par ailleurs, les isolats E.

durans et E. feacalis ont poussé entre 10 °C et 40 °C (pas fait pour les autres).

Capacité acidifiante
Capacité coagulante rapide

La concentration d’acide mesurée montre que ce sont les isolats E faecalis qui en

produisaient le plus (50-75 °D) et les isolats E. sp. qui en produisaient le moins (20-25°D)

(tableau 23). Il existe une grande variabilité à l’intérieur des isolats E. hirae de génotype 1,

en partie expliquée par le manque de pureté avérée de certains isolats..
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Tableau 23 : Acide produit par les isolats d’entérocoques à coagulation rapide après 18

heures de culture en lait à 30 °C (en mM). Les isolats E durans 53, E. sp. 27, 83,87 et E.

hirae 30, 34, 43, 73, 99, 104, 106, 108, 111, et 113 étaient à coagulation lente. Les isolats

surlignés en jaune avaient un problème de pureté avéré.

Tableau 23 (1/2)

Isolats Acides (°D)

Enterococcus.durans

14

16

18

19

20

22

23

24

25

42

58,0

65,0

48,0

45,0

40,0

40,0

30,0

36,0

35,0

27.5

Enterococcus hirae

génotype 1

33

69

71

73

103

107

115

119

135

136

génotype 2

39

66

49

28,6

45,0

59,0

9,1

39,0

8,8

74,7

77,0

10,3

9,7

44,0

68,0

49,5
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Tableau 23 (2/2)

Enterococcus faecalis

50

67

68

72

117

118

Enterococcus sp

79

81

86

92

48,0

63,8

60,5

53,9

73,0

76,0

21,3

22,3

25,0

88,0

Effet de l’extrait de levure sur la capacité  acidifiante.

Un milieu enrichi d’extrait de levure à 0,1 % a permis aux isolats E. durans et E. hirae

de mieux acidifier le lait ‘Sabourin’ après 48 heures de culture à 30 °C (figure 39, pas fait

pour les isolats E. faecalis et E. sp.). Par ailleurs, la présence de 0,3 % et 0,5 % d’extrait de

levure a permis d’accélérer la vitesse d’acidification entre 2 et 4 heures de culture d’isolats E.

durans en lait ‘Régilait’. Les différences de pH se sont maintenues jusqu’à 8 heures de

culture (figure 48). La présence de 0,3 % et 0,5 % d’extrait de levure au lieu de 0,1 % a aussi

permis d’accélérer la vitesse d’acidification entre 6 et 8 heures de culture d’isolats E. hirae

en lait ‘Régilait’. Les différences de pH se sont maintenues jusqu’à 24 heures de culture

(figure 49). Par contre la présence de 0,3 % et 0,5 % d’extrait de levure au lieu de 0,1 % n’a

permis d’accélérer la vitesse d’acidification des cultures d’isolats E. hirae de génotype 2, E.

faecalis et E. sp. que de façon transitoire et limitée en lait ‘Régilait’ pendant les 24 heures de

culture (figures 50-52), Cette augmentation de la vitesse d’acidification a eu lieu entre 2 et 4

heures pour les isolats E. hirae de génotype 2, entre 6 et 8 heures pour les isolats E. faecalis

et entre 4 et 6 heures pour les isolats E. sp..
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Figure 48: Effet de différentes concentrations d'extrait de levure sur la variation du pH au

cours du temps d’une culture en lait reconstitué (Régilait) de l’isolat E. durans ‘22’ à 30 °C

pendant 24 h. Comme les graphes des isolats E. durans se ressemblent, les graphes d’un

seul isolat E. durans ont été représentés.

Figure  49 : Effet de différentes concentrations d'extrait de levure sur la variation du pH au

cours du temps d’une culture en lait reconstitué (Régilait) de l'isolat E. hirae de génotype 1

‘99‘ à 30 °C pendant 24h. Comme les graphes des isolats E. hirae de génotype 1 se

ressemblent, les graphes d’un seul isolat E. hirae de génotype 1ont été représentés.
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Figure 50 : Effet de différentes concentrations d'extrait de levure sur la variation du pH au

cours du temps d’une culture en lait reconstitué (Régilait) de l’isolat de l'isolat E. hirae de

génotype 2 ‘39’ à 30 °C pendant 24 h. Comme les graphes des isolats E. hirae de génotype

2 se ressemblent, les graphes d’un seul isolat E. hirae de génotype 2 ont été représentés.

Figure 51: Effet de différentes concentrations d'extrait de levure sur la variation du pH au

cours du temps d’une culture en lait reconstitué (Régilait) de l’isolat de l'isolat E. sp. ‘27’ à 30

°C pendant 24 h. Comme les graphes des isolats E. sp. se ressemblent, les graphes d’un

seul isolat E. sp ont été représentés.
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Figure 52 : Effet de différentes concentrations d'extrait de levure sur la variation du pH au

cours du temps d’une culture en lait reconstitué (Régilait) de l'isolat E. faecalis ‘68’ à 30 °C

pendant 24 h. Comme les graphes des isolats E. faecalis se ressemblent, les graphes d’un

seul isolat E. faecalis ont été représentés.

Effet de la température sur la capacité acidifiante

Les isolats Enterococcus pour lesquels l’effet de la température a été recherché, un

isolat E. durans et deux isolats E. hirae de génotype 1, ont acidifié de façon similaire le lait

après 48 heures de culture à des températures entre 25 °C et 42 °C (figure 39).

Evolution du pH en fonction de l’acide produit

Les graphes des figures 53; 54, 55, 56 et 57 montrent l’évolution du pH en fonction

de l’acide produit par les isolats E. durans, E. hirae de génotypes 1 et 2, E. faecalis et E. sp.

pendant 24 heures  à 30 °C dans le lait ‘Régilait’ supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures.
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Figure 53 : Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en

lait reconstitué (‘Régilait) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats E. durans

de génotype 1. Mesures à 0, 2, 4, 6, 8, 18 et 24 heures. ,  et , numéro des phases. Il

manque l’isolat 30 de génotype 2. Cet isolat n’était pas pur. Il a montré une réponse typique

L. mesenteroides subsp. inconnue pour sa variation de pH en fonction de l’acide accumulé.

, période d’impact de l’extrait de levure à 0,3 % et 0,5 %.
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Figure 53 : Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en

lait reconstitué (‘Régilait) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats E. durans

de génotype 1. Mesures à 0, 2, 4, 6, 8, 18 et 24 heures. ,  et , numéro des phases. Il

manque l’isolat 30 de génotype 2. Cet isolat n’était pas pur. Il a montré une réponse typique

L. mesenteroides subsp. inconnue pour sa variation de pH en fonction de l’acide accumulé.

, période d’impact de l’extrait de levure à 0,3 % et 0,5 %.
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Figure 53 : Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en

lait reconstitué (‘Régilait) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats E. durans

de génotype 1. Mesures à 0, 2, 4, 6, 8, 18 et 24 heures. ,  et , numéro des phases. Il

manque l’isolat 30 de génotype 2. Cet isolat n’était pas pur. Il a montré une réponse typique

L. mesenteroides subsp. inconnue pour sa variation de pH en fonction de l’acide accumulé.

, période d’impact de l’extrait de levure à 0,3 % et 0,5 %.
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Figure 54 : Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en

lait reconstitué (‘Régilait) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats E. hirae

de génotype 1. Mesures à 0, 2, 4, 6, 8, 18 et 24 heures.  et , numéro des phases. Il

manque les isolats 33, 34, 43, 69, 71, 73, 115 et 119. Les données manquent pour les

isolats 43, 115 et 119. Les isolats 33, 34, 69, 71 et 73 n’étaient pas purs. Les isolats 33 et 34

ont montré une réponse typique L. mesenteroides subsp. inconnue, et les isolats 69, 71 et

73 une réponse bâtarde pour leur variation de pH en fonction de l’acide accumulé. ,

période d’impact de l’extrait de levure à 0,3 % et 0,5 %.
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Figure 54 : Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en

lait reconstitué (‘Régilait) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats E. hirae

de génotype 1. Mesures à 0, 2, 4, 6, 8, 18 et 24 heures.  et , numéro des phases. Il

manque les isolats 33, 34, 43, 69, 71, 73, 115 et 119. Les données manquent pour les

isolats 43, 115 et 119. Les isolats 33, 34, 69, 71 et 73 n’étaient pas purs. Les isolats 33 et 34

ont montré une réponse typique L. mesenteroides subsp. inconnue, et les isolats 69, 71 et

73 une réponse bâtarde pour leur variation de pH en fonction de l’acide accumulé. ,

période d’impact de l’extrait de levure à 0,3 % et 0,5 %.
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Figure 54 : Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en

lait reconstitué (‘Régilait) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats E. hirae

de génotype 1. Mesures à 0, 2, 4, 6, 8, 18 et 24 heures.  et , numéro des phases. Il

manque les isolats 33, 34, 43, 69, 71, 73, 115 et 119. Les données manquent pour les

isolats 43, 115 et 119. Les isolats 33, 34, 69, 71 et 73 n’étaient pas purs. Les isolats 33 et 34

ont montré une réponse typique L. mesenteroides subsp. inconnue, et les isolats 69, 71 et

73 une réponse bâtarde pour leur variation de pH en fonction de l’acide accumulé. ,

période d’impact de l’extrait de levure à 0,3 % et 0,5 %.
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Figure55 : Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en

lait reconstitué (‘Régilait) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats E. hirae

de génotype 2. Mesures à 0, 2, 4, 6, 8, 18 et 24 heures.  et , numéro des phases. Il

manque l’isolat 66. Il n’était pas pur. Les isolats 33 et 34 ont montré une réponse typique L.

mesenteroides subsp. inconnue, L’isolat 66 a montré une réponse type E. faecalis pour sa

variation de pH en fonction de l’acide accumulé. , période d’impact de l’extrait de levure

à 0,3 % et 0,5 %.
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Figure55 : Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en

lait reconstitué (‘Régilait) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats E. hirae

de génotype 2. Mesures à 0, 2, 4, 6, 8, 18 et 24 heures.  et , numéro des phases. Il

manque l’isolat 66. Il n’était pas pur. Les isolats 33 et 34 ont montré une réponse typique L.

mesenteroides subsp. inconnue, L’isolat 66 a montré une réponse type E. faecalis pour sa

variation de pH en fonction de l’acide accumulé. , période d’impact de l’extrait de levure

à 0,3 % et 0,5 %.
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Figure55 : Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en

lait reconstitué (‘Régilait) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats E. hirae

de génotype 2. Mesures à 0, 2, 4, 6, 8, 18 et 24 heures.  et , numéro des phases. Il

manque l’isolat 66. Il n’était pas pur. Les isolats 33 et 34 ont montré une réponse typique L.

mesenteroides subsp. inconnue, L’isolat 66 a montré une réponse type E. faecalis pour sa

variation de pH en fonction de l’acide accumulé. , période d’impact de l’extrait de levure

à 0,3 % et 0,5 %.
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Figure 56 : Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en

lait reconstitué (‘Régilait) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats E. sp.

Mesures à 0, 2, 4, 6, 8, 18 et 24 heures. ,  et , numéro des phases. Il manque les

isolats 79, 81, 83, 86, 87et 92. Les données d’acide manquent pour ces isolats. ,

période d’impact de l’extrait de levure à 0,3 % et 0,5 %.

Les valeurs de pH minimales ont été très variées, les plus basses ont été observées

pour les isolats d’E. durans, avec des pH aux environs de 4,2 et la plus haute pour un isolat

d’E. sp., avec un pH de 5,6. Les quantités d’acide produites ont été plus homogènes, aux

environs de 5-6 grammes par litre de lait pour la majorité des isolats.

Sur une durée de 24 h à 30 °C, les valeurs de pH n‘étaient pas liées de façon linéaire

aux quantités d’acides présentes dans le lait. On peut distinguer plusieurs phases, selon la

pente de la courbe. Ces phases ont été numérotées de la même façon pour les graphes

leuconostocs, entérocoques, lactobacilles et lactocoques. On observe les phases type 0, 1, 2

et 3 pour les isolats d’entérocoques.
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Figure 56 : Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en

lait reconstitué (‘Régilait) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats E. sp.

Mesures à 0, 2, 4, 6, 8, 18 et 24 heures. ,  et , numéro des phases. Il manque les

isolats 79, 81, 83, 86, 87et 92. Les données d’acide manquent pour ces isolats. ,

période d’impact de l’extrait de levure à 0,3 % et 0,5 %.

Les valeurs de pH minimales ont été très variées, les plus basses ont été observées

pour les isolats d’E. durans, avec des pH aux environs de 4,2 et la plus haute pour un isolat

d’E. sp., avec un pH de 5,6. Les quantités d’acide produites ont été plus homogènes, aux

environs de 5-6 grammes par litre de lait pour la majorité des isolats.

Sur une durée de 24 h à 30 °C, les valeurs de pH n‘étaient pas liées de façon linéaire

aux quantités d’acides présentes dans le lait. On peut distinguer plusieurs phases, selon la

pente de la courbe. Ces phases ont été numérotées de la même façon pour les graphes

leuconostocs, entérocoques, lactobacilles et lactocoques. On observe les phases type 0, 1, 2

et 3 pour les isolats d’entérocoques.
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Figure 56 : Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en

lait reconstitué (‘Régilait) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats E. sp.

Mesures à 0, 2, 4, 6, 8, 18 et 24 heures. ,  et , numéro des phases. Il manque les

isolats 79, 81, 83, 86, 87et 92. Les données d’acide manquent pour ces isolats. ,

période d’impact de l’extrait de levure à 0,3 % et 0,5 %.

Les valeurs de pH minimales ont été très variées, les plus basses ont été observées

pour les isolats d’E. durans, avec des pH aux environs de 4,2 et la plus haute pour un isolat

d’E. sp., avec un pH de 5,6. Les quantités d’acide produites ont été plus homogènes, aux

environs de 5-6 grammes par litre de lait pour la majorité des isolats.

Sur une durée de 24 h à 30 °C, les valeurs de pH n‘étaient pas liées de façon linéaire

aux quantités d’acides présentes dans le lait. On peut distinguer plusieurs phases, selon la

pente de la courbe. Ces phases ont été numérotées de la même façon pour les graphes

leuconostocs, entérocoques, lactobacilles et lactocoques. On observe les phases type 0, 1, 2

et 3 pour les isolats d’entérocoques.
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Figure 57 : Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en

lait reconstitué (‘Régilait) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats E.

faecalis. Mesures à 0, 2, 4, 6, 8, 18 et 24 heures. ,  et , numéro des phases. Les isolats

50, 117 et 118 manquent. L’isolat 50 n’était pas pur. L’isolat 50 a montré une réponse

typique E. durans pour sa variation de pH en fonction de l’acide accumulé. Ils manquent les

données d’acide pour les isolats 117 et 118. , période d’impact de l’extrait de levure à

0,3 % et 0,5 %.

Une phase type 0 a existé chez les isolats E. durans, E. sp. et E. faecalis pendant les

deux premières heures environ. Elle n’a pas existé chez les isolats E. hirae. Chez ces

derniers, la phase initiale a été une phase de type 2 pour les isolats E. hirae de génotype 2,

pendant quatre heures avec un pH qui est descendu aux environs de 5,0, ou directement

une phase de type 3 chez les isolats E. hirae de génotype 1.

La phase type 0 a été suivie pendant environ 4 heures d’une phase type 1 chez la

majorité des isolats E. durans. La phase de type 1 les a mené à un pH d’environ 5,2. Puis la

phase de type 1 a été suivie d’une phase de type 3 chez tous les isolats E. durans.

La phase type 0 a été suivie d’une phase type 3 chez tous les isolats E. faecalis, E.

sp. et E. hirae de génotype 1. Cette phase type 3 les a mené à un pH d’environ 6,0 et a duré

de quatre à six heures. Puis la phase de type 3 a été suivie d’une phase de type 2 pendant

les 16 à 18 dernières heures.
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Figure 57 : Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en

lait reconstitué (‘Régilait) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats E.

faecalis. Mesures à 0, 2, 4, 6, 8, 18 et 24 heures. ,  et , numéro des phases. Les isolats

50, 117 et 118 manquent. L’isolat 50 n’était pas pur. L’isolat 50 a montré une réponse

typique E. durans pour sa variation de pH en fonction de l’acide accumulé. Ils manquent les

données d’acide pour les isolats 117 et 118. , période d’impact de l’extrait de levure à

0,3 % et 0,5 %.
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derniers, la phase initiale a été une phase de type 2 pour les isolats E. hirae de génotype 2,

pendant quatre heures avec un pH qui est descendu aux environs de 5,0, ou directement

une phase de type 3 chez les isolats E. hirae de génotype 1.

La phase type 0 a été suivie pendant environ 4 heures d’une phase type 1 chez la

majorité des isolats E. durans. La phase de type 1 les a mené à un pH d’environ 5,2. Puis la

phase de type 1 a été suivie d’une phase de type 3 chez tous les isolats E. durans.

La phase type 0 a été suivie d’une phase type 3 chez tous les isolats E. faecalis, E.

sp. et E. hirae de génotype 1. Cette phase type 3 les a mené à un pH d’environ 6,0 et a duré
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les 16 à 18 dernières heures.
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Figure 57 : Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en

lait reconstitué (‘Régilait) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats E.

faecalis. Mesures à 0, 2, 4, 6, 8, 18 et 24 heures. ,  et , numéro des phases. Les isolats

50, 117 et 118 manquent. L’isolat 50 n’était pas pur. L’isolat 50 a montré une réponse

typique E. durans pour sa variation de pH en fonction de l’acide accumulé. Ils manquent les

données d’acide pour les isolats 117 et 118. , période d’impact de l’extrait de levure à

0,3 % et 0,5 %.

Une phase type 0 a existé chez les isolats E. durans, E. sp. et E. faecalis pendant les

deux premières heures environ. Elle n’a pas existé chez les isolats E. hirae. Chez ces

derniers, la phase initiale a été une phase de type 2 pour les isolats E. hirae de génotype 2,

pendant quatre heures avec un pH qui est descendu aux environs de 5,0, ou directement

une phase de type 3 chez les isolats E. hirae de génotype 1.

La phase type 0 a été suivie pendant environ 4 heures d’une phase type 1 chez la

majorité des isolats E. durans. La phase de type 1 les a mené à un pH d’environ 5,2. Puis la

phase de type 1 a été suivie d’une phase de type 3 chez tous les isolats E. durans.

La phase type 0 a été suivie d’une phase type 3 chez tous les isolats E. faecalis, E.

sp. et E. hirae de génotype 1. Cette phase type 3 les a mené à un pH d’environ 6,0 et a duré

de quatre à six heures. Puis la phase de type 3 a été suivie d’une phase de type 2 pendant

les 16 à 18 dernières heures.
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Chez les isolats E. hirae de génotype 2, une phase type 3, deuxième et dernière

phase, a débuté à un pH d’environ 5,0 et a duré pendant les 20 dernières heures.

Pour tous les entérocoques considérés, sauf les E. hirae de génotype 2, l’ajout

d’extrait de levure à 0,3 et 0,5 % au lieu de 0,1 % est associé à des valeurs de pH plus

basses au cours de la phase type 3.

I-3-4-Phénotypes des isolats de lactobacilles
Phénotypes utilisés pour l’identification phénotypique des isolats
Les trois lactobacilles identifiés moléculairement dans ce travail n’avaient pas été

repérés par identification morphologique/phénotypique. Un des isolats affilié moléculairement

à Lb. plantarum, l’isolat 106bis, a été pris sur la même boite que l’isolat 106 affilié

moléculairement à E. hirae

Capacité acidifiante
Capacité de coagulation rapide

Seul l‘isolat L. plantarum de génotype 1 ‘110’ a eu un pouvoir de coagulation rapide.

Effet de l’extrait de levure sur la variation du pH en fonction du temps

L’ajout de 0,5 % au lieu de 0,1 et 0,3 % d’extrait  de levure a eu un effet mineur sur la

vitesse d’acidification des isolats L. plantarum 110 et 112.

Figure 58: Effet de différentes concentrations d'extrait de levure sur la variation du pH au

cours du temps d’une culture en lait reconstitué (Régilait) de l’isolat L. plantarum ‘110’ à 30

°C pendant 24 h. Comme les graphes des deux isolats L. plantarum se ressemblent, les

graphes d’un seul isolat L. plantarum ont été représentés.
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Evolution du pH en fonction de l’acide

Figure 59 : Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en ,
lait reconstitué (‘Régilait) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats Lb.

plantarum. Mesures à 0, 2, 4, 6, 8, 18 et 24 heures.  et , numéro des phases.

L’isolat 106bis manque. Il a été découvert ultérieurement, lors des identifications

moléculaires, sur la même boite que l’isolat 106 affilié moléculairement à E. hirae. ,

période d’impact de l’extrait de levure à 0,5 %.

Les deux isolats de L. plantarum ont des courbes similaires, avec une phase de type

3 de six à huit heures suivie d’une phase de type 2 de 14 à 16 heures.

II-ESSAI DE FABRICATION D’UN FROMAGE TYPE « JBEN »
Des essais de fabrication de fromage Jben ont été effectués en utilisant les isolats de

la collection obtenue dans l’étude. Les fromages fabriqués correspondent aux fromages

Jben 1 de la figure 35, du fait de l’emploi de présure animale, de lait qui n’est pas cru et de

levains acidifiants.

II.1-Fabrication des fromages
Trois types de fromage ont été fabriqués.
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Figure 59 : Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en ,
lait reconstitué (‘Régilait) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats Lb.

plantarum. Mesures à 0, 2, 4, 6, 8, 18 et 24 heures.  et , numéro des phases.
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Figure 59 : Variation du pH en fonction de l’acide accumulé pendant 24 heures à 30 °C en ,
lait reconstitué (‘Régilait) supplémenté à 0,1 % d’extrait de levures pour les isolats Lb.

plantarum. Mesures à 0, 2, 4, 6, 8, 18 et 24 heures.  et , numéro des phases.
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moléculaires, sur la même boite que l’isolat 106 affilié moléculairement à E. hirae. ,

période d’impact de l’extrait de levure à 0,5 %.
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Le premier, appelé fromage « S », a été ensemencé avec le levain constitué des trois

isolats 06 / (22 ou 23)/ (18 ou 19 ou 20), c’est-dire d’un mélange d’isolats identifiés

phénotypiquement comme des L. lactis, et identifiés a posteriori respectivement comme un

isolat L. mesenteroides subsp. inconnue, et deux isolats E. durans et. Après égouttage le

caillé était de couleur blanchâtre, à pâte friable, d’une odeur agréable et d’un goût plus ou

moins acide.

f

Figure 60 : Caillé du fromage « S »

Le deuxième, appelé fromage « C », a été ensemencé avec un levain constitué de

quatre isolats, les trois précédents plus un isolat, l’isolat 15, identifié a posteriori comme L.

lactis. Une fois coagulé, et avant son égouttage, le caillé s’est séparé du sérum, est devenu

boursouflé et gonflé, et est monté à la surface du récipient; il était de couleur blanche plus ou

moins jaunâtre avec des trous, un goût piquant, et une odeur désagréable. Après brassage,

le caillé est descendu en bas du récipient et nageait dans le lactosérum.

Figure 61 : Caillé du fromage « C »
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Le troisième, appelé fromage « I », a été ensemencé avec les levains fournis par la

laiterie de Tlemcen. Le caillé obtenu était blanc, friable, avec des caractéristiques similaires

à celles du fromage « S ».

Ainsi le caillé « C » a présenté des défauts dès la fin de la coagulation mais aucune

des caractéristiques d’un Jben. Pour chercher à identifier les causes de ses défauts, des

analyses microbiologiques et des tests d’acidité ont été effectués (cf. II-2- et II.3).

Puisque les fromages S et I ne présentaient pas de défaut majeur de fabrication, des

analyses physico-chimiques ont été effectuées pour les comparer (tableau 24).

Tableau 24 : Analyses physico-chimiques des fromages S et I à 2 jours

Type

de fromage

Poids

(g)

T

(°C)

Acidité

(°D)

MG

(%)

EST

(%)

MG/EST

(%)

Humidité

(%)

S Moyenne (n=4)

Ecart-type

1430 6,25

1,7

88,25

1.7

10,2

0,6

28,5

2,5

35,0

4,1

71,5

2,5

I Moyenne (n=4)

Ecart-type

1780 6,00

1,8

88,50

2,6

8,9

2,2

29,3

6,7

33,2

17,2

70,8

6,7

Le poids du fromage I a dépassé celui du fromage S de 350 g (+ 20 %), alors que les

deux fromages avaient un EST similaire et que le volume du lactosérum a été de 3020 ml

pour chacun des fromages; ceci correspondait à des volumes initiaux de lais mis en œuvre

de 4,45 l pour le fromage S, et de 4,8 l pour le fromage I, au lieu des 5 l initialement mis en

œuvre. Autrement dit une perte inexpliquée de 4% de matière pour le fromage I et de 13 %

pour le fromage S. Seule la variation observée pour le fromage I peut s’expliquer par des

erreurs de mesure. On peut supposer qu’il y a certainement eu une perte de caillé au

moment de la mise en sac pour le caillé S.

L’acidité titrable correspondait à un pH de 4,3, équivalent pour les deux fromages.

Les valeurs d’acidité titrable et de pH étaient similaires à celles décrites pour des Jben

marocains, respectivement 104 °D et 4,2 (El Marrakchi et Hamama, 1995).

Les taux d’extrait sec étaient conformes à ce qui est attendu pour un Jben, car situés

aux alentours de 30 %.

Les taux de matières grasses étaient inférieurs à ceux décrits pour des Jben

marocains (15% ); El Marrakchi et Hamama, 1995, Hamama et al, 2003), sans doute du fait

de l’utilisation d’un lait partiellement écrémé, ayant donc un taux de MG de 1,5 % à 1,8 % au

lieu d’un lait entier, avec un taux de MG d’au moins 3,5 % (Hamama et al ; 2003)

Les valeurs moyennes d’extrait sec, de matière grasse et donc de gras sur sec

étaient seulement légèrement différentes entre les fromages S et I, le fromage I étant en
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moyenne plus sec (+ 1.4 points) et moins gras (- 1,3 points)(tableau 24). Cependant, le

fromage I présentait une plus grande hétérogénéité (cf. écart-types plus  élevés), c'est-à-dire

que I été hétérogène car mal mélangé au  départ, peut  être lors de l’ajout de la présure. Soit

il ya eu des erreurs d’analyses.

II-2- Tests d’acidité

Les figures 62 - 64 montrent les variations d’acidité au cours du temps pour les

cultures des quatre isolats inclus dans les levains, pour les levains S et C, ainsi que pour les

caillés S et C obtenus. L’évolution de l’acidité du fromage « I » n’a pas été étudiée.

Figure 62: Variation de l'acidité au cours du temps de chacun des quatre isolats utilisés pour

la fabrication des levains, cultivés dans 100 ml de lait stérilisé partiellement écrémé à 30°C

Les valeurs d’acide atteintes après 24 h étaient proches de 100 °D, et les mêmes

pour les quatre cultures d’isolats participant aux levains C et S (figure 62). Les cinétiques

d’accumulation d’acide étaient similaires à celles d’isolats L. lactis, avec deux phases

distinctes, dont une phase lente jusqu’à six heures.

De même, les cinétiques d’accumulation d’acide par les cultures de levains S et C

(figure 63) étaient similaires à celles d’isolats L. lactis (non montrées). Cela indique, qu’à

l’époque des fabrications, des souches L. lactis étaient bien présentes dans les levains S et

C. Néanmoins, ces levains pouvaient aussi être contaminés au moins par E. durans, E.
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hirae, et L. mesenteroides, ainsi que l’ont révélé les identifications des isolats constitutifs de

ces levains faites a posteriori par voie moléculaire. La présence de L. lactis aux côtés

d’autres microorganismes a d’ailleurs été constatée pour l’isolat 15, ainsi que décrit dans la

partie résultats, § I.3.2.

Figure 63 : Variation de l'acidité des levains ‘S’ et ‘C’ au cours du temps dans le lait
« Régilait » incubé à 30°C.
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Figure 64: Mesure d'acidité des caillés S et ‘C’ au cours de la fabrication à partir de lait du
commerce pasteurisé et partiellement écrémé.

La quantité d’acide du caillé S a augmenté progressivement au cours du temps

jusqu’à atteindre 87 °D à 24 h selon une cinétique similaire à celle du levain S, surtout

jusqu’à 6 heures de fabrication, mais elle était toutefois plus faible que celle du levain à 24

heures de fabrication. Le lait utilisé pour la fabrication était donc moins favorable que le lait

‘Régilait’ à l’activité des lactocoques entre 6 et 24 heures.

La quantité d’acide du caillé C a augmenté comme celle du caillé S jusqu’à huit

heures de fabrication, puis elle a augmenté moins rapidement pour atteindre cependant la

même valeur à 24 heures; c’est à partir de 18 h qu’il y a eu la séparation anormale du caillé

et du sérum décrite au-dessus. L’acidité du sérum C est restée à 65 °D après 24 h de

fabrication, alors que celle du caillé C était de 87 °D. Cette cinétique d’acidification du caillé

C témoigne d’une activité perturbée des lactocoques dans le caillé au cours de leur

deuxième phase d’activité; comme leur activité était normale au cours de la culture du levain

C (figure 63) et que le caillé C a été fabriqué en parallèle au caillé normal S à partir du même

lait, il était vraisemblable que la perturbation ait été due à une contamination accidentelle du

lait ou du caillé C. Des analyses microbiologiques ont été effectuées pour essayer de

connaître la cause des défauts du fromage C (cf. § résultats II-3). Les microorganismes

responsables auraient produit moins d’acide, mais plus de gaz.
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II-3- Analyses microbiologiques

Il n’y avait aucun E.coli, entérocoque fécal, spores de Clostridium, Salmonella,

Staphylococcus aureus, et levures et moisissures cultivables dans les caillés S et C à 24

heures de fabrication.

Tableau 25: Analyses microbiologiques des caillés S et C à 24 h heures de fabrication.

Nombres de germes en ufc/g

Microflores

Caillés

Germes totaux Entérobactéries Coliformes

S 1,6.104 absence 0,3

C 3,5.104 350 140

Les niveaux de Coliformes du caillé C ont dépassé la norme qui est de 10 UFC/g

(arrêté du 21 décembre 1979).

Des tests phénotypiques ont été réalisés pour identifier en genre la bactérie qui était

probablement responsable des défauts du fromage C.

Les résultats de l’analyse phénotypique, mobilité « + », production

d’acétoine/indole/acides mixtes/glucose/sacharosse/lactose « + », et utilisation du citrate

« + », laissaient supposer que l’agent probablement responsable des défauts du caillé « C »

était une bactérie appartenant au genre Enterobacter (voir tableau en annexe II).

D’après la littérature, l’espèce la plus fréquemment responsable de gonflement

précoce est l’espèce Enterobacter aerogenes, par production de dihydrogène et dioxyde de

carbone. Cette espèce est à Gram négatif, anaérobie facultative, citrate positive, peu

exigeante au plan nutritionnel et très répandue dans la nature (tractus gastro-intestinal, sol,

etc.); elle peut contaminer le lait à la production ou au niveau de la transformation et s’y

multiplier surtout après sa maturation (Eck, 1997).

Les deux fromages S et C ont été fabriqués simultanément dans les mêmes

conditions. La contamination du fromage C par Enterobacter pourrait avoir été due à un

ustensile souillé (par exemple la bassine en plastique dans lequel le caillé C a été fabriqué)

malgré qu’il ait été soigneusement lavé et nettoyé avant la fabrication.
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II-4-Epreuve sensorielle

Les fromages S et I ont subi une analyse sensorielle ainsi qu’un troisième fromage

acheté dans le commerce, appelé fromage « R ».

L’épreuve triangulaire a été appliquée pour l‘aspect externe (tableau 26, annexe III) et

le goût (tableau 27, annexe III).

Tableau 26: Epreuve triangulaire appliquée pour l’aspect externe des fromages

μ théorique

1,64 au seuil de 5 %, 2,33 au seuil de 1 % et 2,81 au seuil de 1 ‰

Disposition μ  observée                                           Différence

RRI 5.39                                    Hautement significative

SSI 5,39                                    Hautement significative

IIR 2.20                                    Significative à 5%

RRS 4.33 Hautement significative

IIS 4.33                                    Hautement significative

SSR 4.86                                    Hautement significative

Le fromage R avait un aspect externe significativement différent de celui du fromage S quel

que fut son rang de présentation, et de celui fromage I surtout lorsqu’il fut présenté après ce

dernier. De plus, les fromages S et I avaient un aspect externe significativement différent

(tableau 26)

Tableau 27 : Epreuve triangulaire appliquée pour le goût des fromages

μ  théorique 1,64 au seuil de 5 % ; 2,33 au seuil de 1 %; et 2,81 au seuil

de 1 ‰

Disposition μ observée                                           Différence

RRI 0,44 non significative

SSI - 1,50 non significative

IIR 4,86                                significative à 1 ‰

RRS 4,33 significative à 1 ‰

IIS 1,14                                non significative

SSR 4,86 significative à 1 ‰
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Le fromage R avait un goût significativement différent de celui du fromage S quel que fut son

rang de présentation, et de celui du fromage I seulement lorsqu’il fut présenté après ce

dernier. Par contre, les fromages S et I avaient un goût similaire (tableau 27).

Tableau 28 : Epreuve de classement des trois fromages S, I et R

Khi2 théorique

5,99 au seuil de 5% ; 9,21 au seuil de 1 %

Critères n k khi2

observé

Différences

Consistance 16 3 13,50 significative à 1 %

R(S = I)

Acidité 16 3 11,37 significative à 1 %

SIR

Arôme 16 3 2,62 non significative

Appréciation

générale

16 3 19,5 significative à 1 %

RI=S

Les trois fromages S, I, et R avaient un arôme similaire. Par contre le fromage R a été

plus apprécié que les fromages S et I, sans doute à cause de son acidité plus faible, surtout

par rapport à celle du fromage S, et de sa consistance.

On peut penser que le taux de matières grasses du fromage R était plus élevé que ceux des

fromages S et I, apparemment bas pour des Jben ( cf. Résultats II-1), conduisant à une

meilleure onctuosité et souplesse du fromage R, donc à des fromages moins consistants

plus appréciés des dégustateurs. On peut aussi penser que le fromage R avait été salé,

conduisant, pour une même acidité titrable, à des fromages moins acides à la dégustation

(Hamama et al,2003), ou bien que le fromage R avait moins d’acidité titrable.
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DISCUSSION

Ce travail avait pour objectif d’isoler, caractériser et sélectionner des souches de

LAB appartenant aux genres Leuconostoc et Lactococcus, et capables d’être utilisées pour

obtenir des laits fermentés type ‘Lben’ et des fromages frais type ‘Jben’. Les travaux faits à

la fin du siècle dernier et au tout début de celui-ci avaient montré l’abondance des

leuconostocs et des lactocoques dans les laits et fromages frais traditionnellement fermentés

en Afrique du Nord et Moyen-Orient (Benkerroum et Tamine, 2004). Ces produits sont

largement consommés en Algérie et sont obtenus traditionnellement en milieu rural par une

fermentation de lait cru, dès sa collecte, à température ambiante par des LAB mésophiles

acidifiantes. Les conditions de fabrication du Lben et du Jben se sont beaucoup modifiées au

cours de ces dernières années, au risque de perdre les caractéristiques des produits

traditionnels, du fait de l’urbanisation et de l’industrialisation des fabrications. D’une

fabrication traditionnelle à partir de lait de brebis ou chèvre cru, coagulé par des préparations

de plantes et fermenté par les microorganismes présents dans le lait cru, on est passé ainsi

progressivement à une fabrication majoritairement à partir de lait de vache ayant subi un

traitement thermique, coagulé avec de la présure animale commerciale et fermenté avec des

levains commerciaux produits par les grands fournisseurs mondiaux de levain. Au Maroc, les

levains utilisés dans les zones urbaines sont mêmes des LAB thermophiles, celles utilisées

pour produire les yaourts (Benkerroum et Tamine, 2004).

Constitution de la collection d’isolats leuconostocs et lactocoques
Ce travail a permis d’obtenir une collection de 84 isolats dont 38 % issus de laits crus

de vache, de chèvre et de brebis et 62 % issus de laits spontanément fermentés de brebis,

de chèvre, de jument et de chamelle (tableaux 19, 20). L’identification phénotypique a

montré que tous les isolats sont des bactéries à Gram positif et ne possèdent pas l’enzyme

catalase. Tous étaient des coques, sauf trois isolats, issus de laits de chamelle fermentés

sur milieu MRS-vancomycine, qui se sont révélés être des Lb. plantarum.

Les entérocoques ont été isolés involontairement et fréquemment (57 % des isolats)

à partir des laits crus et fermentés sur milieu MRS-vancomycine et milieu M17, et de tous les

types d’échantillons sauf du lait fermenté de chèvre. Leur isolement à partir du milieu M17

pour 50 % d’entre eux était prévisible dans la mesure où les entérocoques pouvaient être à

des niveaux de cellules cultivables similaires à ceux des lactocoques ou de toute autre

microflore pouvant se développer sur ce milieu; leur isolement pour la seconde moitié d’entre

eux à partir du milieu (MRS + 20 mg/L vancomycine) a été une surprise, car cela signifie que

ces entérocoques avaient acquis avant leur isolement une résistance à la vancomycine. Ces

50 % d’entérocoques (24 isolats) sont affiliés, sauf 2 isolats, à deux des quatre espèces
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d’entérocoques isolées (E. sp. et E. hirae). Or l’augmentation du nombre de souches

d’entérocoques résistantes à la vancomycine rend le traitement d’infections nosocomiales à

entérocoques chez l’homme de plus en plus difficile (Fisher and Phillips, 2009). De plus,

l’isolement d’entérocoques montre que la procédure suivie pour l’isolement des

leuconosotcs, enrichissement dans un bouillon MRS-vancomycine puis sélection des

bouillons présentant un dégagement gazeux, ne permet pas d’éliminer la présence d’autres

microflores présentes dans les laits et cultivables sur ce bouillon. Toutes les microflores

présentes dans les laits crus et fermentés et capables de se développer dans le bouillon

MRS-vancomycine peuvent devenir dominantes. Parmi les populations capables de se

développer dans ce bouillon, figurent les entérocoques ayant acquis la résistance à la

vancomycine et les espèces de lactobacilles mésophiles, dont des espèces

hétérofermentaires stricts, qui sont des microflores courantes dans les laits crus et

fermentés. Soit ce sont bien les leuconostocs qui ont produit le gaz, mais ils étaient à un

stade auquel beaucoup n’étaient pas cultivables ensuite sur gélose MRS-vancomycine, et ce

sont les entérocoques devenus résistant à la vancomycine qui, s’étant développés en

parallèle, ont été isolés; soit c’était d’autres bactéries lactiques hétérofermentaires strictes

que les leuconosotcs comme certaines espèces de lactobacilles qui ont produit le gaz, et,

dans ce cas la sélection de coques a sélectionné les coques qui pouvaient se développer en

parallèle sur le milieu, en l’occurrence les entérocoques.

Les leuconostocs ont pu être isolés dans les 4 des 5 types de laits fermentés et crus

dans lesquels ils ont été recherchés (les 4 types de laits sont les laits de vache crus, et laits

de brebis, chèvre, et chamelle fermentés, le cinquième est les laits de jument fermentés).

Les lactocoques ont été recherchés dans trois types de lait cru et deux types de lait

fermenté mais ils n’ont pu être isolés que de laits de jument fermentés et d’un lait cru de

vache. Ceci peut être du soit à a/ leur absence dans les autres laits, b/ leur nombre moins

élevé que les entérocoques lorsque ces derniers étaient présents dans les autres laits, ou c/

leur manque de cultivabilité dans tous les autres laits. L’hypothèse c/ est plausible pour les

laits fermentés, car on sait que les lactocoques sont des microorganismes fréquents dans les

laits crus (Gaya et al, 1999) qui se développent bien dans les laits fermentés. Par contre les

lactocoques deviennent majoritairement non cultivables lorsqu’ils sont en phase stationnaire

de croissance dans du lait de vache, ce qui correspondait sans doute à leur état dans les

laits fermentés de chèvre et de chamelle, mais pas de jument; dans ces derniers, les

lactocoques auraient eu une croissance moins avancée ou un état physiologique meilleur, du

fait de la composition particulière de ces laits; ces laits fermentés étaient déjà caractérisés

par l’absence d’isolement de leuconostocs, ce qui suggère une composition de lait moins

favorable à la croissance des bactéries lactiques, tout particulièrement visible pour des

bactéries exigeantes comme le sont les leuconostocs. Dans les laits crus, les lactocoques
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pourraient avoir été stressés par la période de conservation à 4°C préalable à leur isolement

et n’auraient ainsi pas pu cultiver sur le milieu M17. Ce n’aurait pas été le cas des

leuconostocs et des entérocoques. On sait que les leuconostocs sont particulièrement

résistants à des conditions hostiles, surtout à pH 6,5 en présence de calcium et sodium

(Hemme et Foucaud-Scheunemann, 2004) ainsi que les entérocoques qui sont capables de

croître à 7 °C (Foulquie Morena et al., 2006). La moindre résistance des lactocoques aux

conditions de conservation du lait aurait aussi pu entraîner un retard de leur croissance au

cours de la fermentation spontanée des laits, au profit des entérocoques conduisant à la

situation correspondant à l’hypothèse b au dessus. Pour augmenter les chances d’isoler des

lactocoques, il faudrait donc réaliser les isolements à partir de laits crus ayant subi le moins

de stress thermique possible, et à partir des laits fermentés en début d’acidification. Il

faudrait sans doute aussi nettoyer de façon mesurée les mamelles avant la prise

d’échantillon de lait le nettoyage, étant un stress pour les bactéries et diminuant le niveau de

contamination du lait (Michel, 2011).

Tous les isolats ont utilisé le lactose et le galactose.

Identification des isolats de la collection
L’identification réalisée pour ce travail est basée sur l’analyse des séquences d’ADN

par une technique PCR non spécifique, la Rep-PCR, utilisant les trois types d’amorces REP,

ERIC et (GCG)5, suivies de techniques PCR spécifiques de genre, espèces et sous-espèces.

Ces techniques nécessitent un matériel dédié et un savoir-faire, et ont été réalisées dans un

laboratoire (URTAL, INRA Poligny, France) dans lequel elles sont implantées et utilisées en

routine depuis une dizaine d’années, au cours d’un stage de quatre semaines.qui m’a permis

de m’initier à ces techniques. L’identification moléculaire a permis d’identifier les isolats de

façon fiable, faisant de ce travail une exception, avec celui d’Ouadghiri et al. ( 2009), pour

caractériser les LAB de laits crus et produits laitiers d’Afrique du Nord. Comme indiqué dans

la partie bibliographique, on peut ainsi, ce qui n’est pas possible par des méthodes

phénotypiques, différencier les sous-espèces génotypiques lactis et cremoris de Lc. lactis,

différencier à coup sûr les entérocoques des autres coques à Gram positif et catalase

négative, identifier les entérocoques jusqu’à l’espèce, et distinguer les L. mesenteroides des

L pseudomesenteroides. Aussi, nous ne comparerons nos résultats qu’avec ceux publiés par

Ouadghiri et al, (2009). Dans ce travail, l’identification selon les caractéristiques

phénotypiques type fermentaire, croissance en présence de 6,5 % de NaCl, et à 45 °C, et

utilisation de sucres, a conduit à affilier les isolats à Lc lactis plutôt qu’à E. spp.

Quatre-vingt dix pour cent des isolats ont été affiliés à sept espèces et sous-espèces

de bactéries lactiques mésophiles appartenant à quatre genres, à savoir : Enterococcus (48

isolats; E. hirae (21), E. durans (13), E. faecalis (7), E. sp. (7)), Leuconostoc (15 isolats, L.
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mesenteroides, dont 3 subsp. dextranicum, 3 subsp. mesenteroides et 9 susbp. inconnue),

Lactococcus (11 isolats, Lc. lactis subsp. lactis) et Lactobacillus (3 isolats, Lb. plantarum)

(figures 37, 38 ; tableau 20).

L’espèce E. hirae a été la plus fréquemment isolée, à partir de 4 des 7 types

d’échantillons, lait de brebis et chèvre crus et laits de chamelle et brebis fermentés. E hirae

est donnée pour une espèce moins fréquente qu’E. faecium et E. faecalis dans les produits

laitiers par Foulquie Moreno et al. (2006), malgré le fait qu’elle est fréquemment isolée de la

microflore intestinale de nombreuses espèces domestiques (Euzeby,1997). Ceci pourrait

être du à la procédure d’isolement particulière utilisée dans ce travail, qui comporte une

étape d’enrichissement en milieu liquide. On peut imaginer que cette espèce, bien que moins

abondante dans les laits que les autres espèces d’entérocoques isolées, ait rattrapé son

retard au cours de la phase d’enrichissement. On ne peut aussi exclure que cette espèce

soit de plus en plus citée, non pas parce qu’elle serait nouvellement apparue dans les

produits laitiers, mais parce que les techniques d’identification actuelles permettent de ne

plus la confondre avec les espèces phylogénétiquement  proches E. faecium et E. durans.

C’est le cas de la technique Rep-PCR utilisée dans ce travail. Par ailleurs, une espèce

d’entérocoques, proche d’E. faecium, inconnue dans les produits laitiers au moment du

travail, a été isolée. C’est la combinaison des résultats Rep-PCR et PCR spécifique du genre

Enterococcus, cette dernière technique étant décrite par Bendimerad et al. (2012), qui a

permis sa mise en évidence. Il faudrait voir s’il s’agit de la nouvelle espèce appartenant au

groupe faecium, E. lactis, isolée de produits laitiers et décrite en 2011 (Morandi et al., 2011).

Dans les laits crus de vache, E. durans a été la seule espèce isolée dans ce travail alors que

c’était E. faecium qui dominait à 58 % dans les laits étudiés par Ouadghiri et al. (2009). Les

différences dans les procédures d’isolement, comme suggéré pour E. hirae, pourrait

expliquer ces différences. Plus largement, la procédure d’isolement utilisée dans ce travail

pourrait aussi expliquer pourquoi l’espèce E. faecium n’a jamais pu être isolée à partir des 7

types de lait. Les isolats Enterococcus se sont développés dans un milieu à 3 et 4% de

Nacl , seule l’espèce E.faecalis a toléré un milieu à 6,5% de NaCl.

Tous les lactocoques isolés sont des L. lactis subsp lactis biovar diacetylactis. Quatre

génotypes différents ont été obtenus pour les isolats Lc. lactis. Les 15 isolats lactocoques

représentent donc 4 souches présentant de grandes différences de potentiel génétique

Les isolats leuconostocs identifiés appartiennent à une seule espèce, L.

mesenteroides qui est l’espèce la plus fréquemment isolée de produits laitiers français (Cibik

et al., 2000.) Par contre l’espèce Leuconostoc pseudomesenteroides n’a jamais été isolée au

cours de ce travail, y compris de laits de vache crus, alors qu’elle était présente, au côté de

l’espèce L mesenteroides, dans des laits de vache crus marocains (Ouadghiri et al, 2009).
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D’après leur profils Rep-PCR, les isolats sont génotypiquement apparentés à deux des sous-

espèces de l’espèce L. mesenteroides, les sous-espèces mesenteroides ou dextranicum,

mais aussi à une troisième sous-espèce, nommée dans ce travail inconnue, qui ne

correspond pas à la sous-espèce cremoris connue. Quatre génotypes ont été obtenus pour

les isolats L. mesenteroides. Les 11 isolats leuconostocs représentent donc 4 souches

présentant de grandes différences de potentiel génétique. Tous les isolats L. mesenteroides

ont produit du dextrane en particulier les isolats Leuc mesenteroides subsp inconnue, ce

qui confirme l’appartenance de ces derniers à une autre sous-espèce que la sous-espèce

cremoris qui n’en produit pas. Il faudrait voir si cette troisième sous-espèce correspondrait à

la sous-espèce suionicum décrite en 2012 (Gu et al., 2012), qui était auparavant assimilée à

la sous-espèce mesenteroides, et qui donc produit vraisemblablement du dextrane même si

cela n’est pas spécifié. Sept génotypes (A2, 3, 4, 6, et 12) de coques sont restés non

identifiés car leurs profils Rep-PCR se regroupaient à moins de 40 % d’homologie avec les

profils de référence de la souchothèque. Donc, il ne s’agit ni de Streptococcus

gallolyticus/thermophilus/agalactiae/lutetiensis/infantarius, ni de Pediococcus

cidilactici/pentosaceus/damnosus,et ni de Lc. garviae, Leuc. pseudomesenteroides et

Weissella confusa/halotolerans/kandleri/minor/paramesenteroides. Il faudrait séquencer leur

rDNA 16S de manière à pouvoir les identifier, puis enrichir la banque de profils Rep-PCR de

leurs profils.

Diversité génotypique des isolats de la collection
Ce travail a cherché à maximiser l’isolement de souches différentes, en analysant

des laits fermentés qui n’étaient pas issus des laits crus analysés, en multipliant le nombre

d’exploitations analysés (40 exploitations) tout en minimisant le nombre de laits pour une

même exploitation (2 en moyenne) et en multipliant le type de laits analysés (7 types), et en

prélevant peu d’isolats pour un même lait. Dans ces conditions, vingt et un génotypes ont été

observés pour les 84 isolats issus des 79 laits, un nombre restreint par rapport au nombre de

laits analysés avec en moyenne un génotype pour 4 isolats. et un génotype pour deux

exploitations. La diversité en espèce et sous-espèce (9 espèces et sous-espèces connues +

5 espèces inconnues) représente déjà 14 génotypes différents, les 7 génotypes restant

représentent donc la diversité intra-espèce ou intra-sous-espèce, principalement retrouvée

pour les lactocoques et les entérocoques. La diversité en genre et espèces ne peut pas être

discutée selon le type d’échantillon, ce n’était d’ailleurs pas le but du travail, car a/ les

isolements n’ont pas été faits systématiquement sur les deux milieux et sur tous les types

d’échantillon possible, et b/ le nombre d’échantillon a été variable selon les milieux et les

types de lait. Pour cette discussion, il manque les laits de chamelle et jument crus et les laits

de vache fermentés, et des isolements en milieu M17 pour les laits de chèvre et de brebis
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fermentés, et des isolements sur milieu MRS pour les laits de chèvre et de brebis crus. La

diversité intra espèce/sous-espèce semble dépendre du nombre d’isolats obtenus pour

chaque espèce/sous-espèce plus que de la diversité des types de lait. Ainsi, les 10 isolats

Lc. lactis subsp. lactis issus d’un seul type de lait (lait de jument fermenté) ainsi que les 21

isolats d’E. hirae issus de 4 types de lait (laits de brebis et chèvre crus, laits de chamelle et

brebis fermentés) présentent trois génotypes différents, et les 13 isolats d’E. durans issus de

3 types de lait (laits de vache et de brebis crus, un lait de brebis fermenté) présentent 2

génotypes différents non superposés aux types de lait, alors que les 7 isolats d’E. faecalis

issus de trois types de lait (lait de brebis et chèvre crus, et lait de chamelle fermentés) et les

7 isolats d’E. sp issus de 2 types de lait (laits de jument et de brebis fermentés) présentent

un seul génotype. Pour les isolats de L. mesenteroides issus de 4 types de lait (laits de

brebis, chèvre et chamelle fermentés, et laits de vache crus), la diversité intra sous-espèce

semble faible pour la sous-espèce inconnue, avec un seul génotype pour 9 isolats issus de 2

types de laits (laits de vache crus et laits de brebis fermentés). On ne peut rien dire des

sous-espèces mesenteroides et dextranicum, du fait du faible nombre d’isolats associés à

chacune (3 isolats).

Caractérisation technologique des isolats de la collection
Les mélanges Lc. lactis et L. mesenteroides présentent un intérêt potentiel en

fabrication (cf. biblio ; § II.4).Les entérocoques isolés au cours de ce travail présentent trop

de risque en fabrication à cause de la résistance avérée à la vancomycine de certains, (la

présence ou non de cette résistance reste à contrôler pour les autres); par ailleurs les

entérocoques qui seraient dépourvues de résistance à la vancomycine ne présentent tout de

même pas un potentiel d’acidification suffisant à 25 °C et 30 °C, comparé aux lactocoques.

Lb. plantarum n’est jamais utilisé comme levain starter mais comme levain auxiliaire en cas

d’affinage (Beresford al, 2001). Malgré tout, tous les isolats ont été caractérisés pour des

potentiels technologiquement important pour des starters : capacité à utiliser le citrate, à

acidifier le lait, et à accumuler des acides dans le lait, supplémenté ou non en extrait de

levures. Les isolats Lc lactis et L. mesenteroides ont aussi été caractérisés pour leur

capacité à acidifier à différentes températures pouvant être rencontrées en fabrication.

Les isolats possèdent des potentialités à acidifier le lait et à accumuler des acides

dans le lait, différentes d’abord selon leur espèce, puis ensuite selon leur sous-espèce

lorsqu’elles existent, et enfin selon l’isolat. Ainsi, on obtient des graphes caractéristiques

d’espèce, et sous-espèce, lorsque l’on représente l’acidité titrable du lait en fonction du pH

du lait pour chaque isolat cultivé pendant 24 heures sur lait, c’est-à-dire les principales

activités métaboliques de chaque isolat au début de la fermentation du lait. Ces graphes sont

donc très intéressants pour visualiser et typer ces potentialités métaboliques.
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Comme attendu, en culture sur lait de vache, les Lc. lactis subsp. lactis sont

globalement meilleurs acidifiants et accumulateurs d’acides que les L. mesenteroides, et la

supplémentation en extrait de levures du lait de vache stimule surtout l’acidification par les L.

mesenteroides. Les lactocoques ont ainsi produit en moyenne 3 fois plus d’acides que les

leuconostoc et ont acidifié le lait en dessous de pH 5,0. De ce fait, les Lc lactis ont été

capables de coaguler le lait de vache en moins de 18 heures (résultats § I-3-2).

Il existe des potentialités acidifiantes différentes entre les isolats Lc. lactis subsp.

lactis selon leur génotype, l’isolat de génotype 3 présentant une acidification nettement plus

faible et nécessitant l’ajout d’extrait de levures au lait pour acidifier aussi bien que les 9

isolats de génotypes 1 et 2. Cela est cohérent avec la distance entre les génotypes, le

génotype 3 étant éloigné des génotypes 1 et 2, proches. Cela signifie que l’isolat de

génotype 3 est plus exigeant d’un point de vue nutritionnel que les isolats de génotypes 1 et

2. Une exigence nutritionnelle supérieure est un handicap pour assurer l’acidification

correcte de laits pauvres. Cet isolat ne peut pas donc pas être retenu comme starter

potentiel.

De façon intéressante, il existe des différences de réponse à la température entre les

isolats de génotypes 1 et 2 et la souche type de Lc. lactis subsp. lactis, les isolats de la

collection acidifiant nettement mieux à 42 °C. Cette réponse inhabituelle à la température a

déjà été trouvée pour des souches de Lc. lactis isolées de laits de chamelle algériens par

Drici et al. (2010) pour une température allant jusqu’à 50 °C, qui n’a pas été testée dans ce

travail. On peut penser que cela tient à la meilleure tolérance aux stress observée pour les

Lc. lactis issus récemment de végétaux, ce qui est le cas des isolats de la collection,

comparativement aux isolats ayant subi de nombreux repiquages, en particulier sur lait, ce

qui est le cas de la souche type (cf. biblio ; § II.5). Pour éviter la perte de cette

caractéristique qui peut être intéressante en fabrication, il faut donc éviter les repiquages

successifs des isolats Lc. lactis de la collection. Les souches de lactocoques de génotypes 1

et 2 pourraient également posséder une auxotrophie pour un plus faible nombre d’acides

aminés et des potentialités de formation d’arôme supplémentaires par rapport aux

lactocoques utilisés depuis longtemps en fabrication fromagère, comme les lactocoques de

nombreux levains commerciaux (cf. biblio ; § II.5), qu’il serait intéressant d’explorer. Au cours

de repiquages successifs en lait de Lc lactis issus de végétaux, on remarque, associée à la

perte de certaines fonctions et à l’acquisition d’autres fonctions, une augmentation

progressive de la vitesse d’acidification du lait (Bachmann et al., 2012). Cela veut dire que

les produits laitiers fabriqués avec des Lc. lactis issus de végétaux, comme c’est le cas pour

les laits acidifiés spontanément, ont sans doute des caractéristiques qui ne peuvent pas être

reproduites en utilisant des Lc. lactis adaptés au milieu lait depuis de nombreuses
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générations, comme c’est le cas des Lc lactis associés aux levains. Les isolats Lc lactis de la

collection de génotype soit 1 soit 2, dans la mesure où ils conserveraient leurs éventuelles

caractéristiques ‘végétales’, pourraient donc être utilisées avantageusement comme levains

acidifiants pour la fabrication du Lben et de ses produits dérivés.

Sur les graphes Lc. lactis de l’acidité titrable en fonction du pH (figure 47), on

remarque deux types de phase, une phase en début et en fin de culture pendant laquelle le

pH diminue fortement relativement à la quantité d’acide titrable, et une phase intermédiaire

pendant laquelle l’augmentation importante de la quantité d’acide titrable ne modifie que

faiblement les valeurs de pH. La phase 1 a lieu à la période de culture pendant laquelle les

lactocoques consomment généralement les peptides et les acides aminés initialement

présent dans le lait. Ce faisant, il consommerait aussi une (des)bases présente dans le lait,

d’où la diminution importante du pH observée avec une production nette d’acide faible voir

nulle. En  termes de nombre de lactocoques, la phase 1 correspondrait à une phase de

latence ou de multiplication lente, Après avoir déplété le lait, au-dessous d’un certain niveau,

de ses acides aminés et peptides présents initialement, les lactocoques induisent la

synthèse de leur protéase de paroi afin de se procurer les petits peptides nécessaires à leur

croissance (cf. biblio § II.5). Tous les isolats de ce travail présentaient une activité

protéasique. La présence de cette activité protéasique serait responsable de la présence de

la phase 3. Grâce à leur activité protéasique, tous les isolats auraient  pu produire,

simultanément et à une vitesse très élevée, une importante quantité d’acides et de bases,

puisque les valeurs de pH, de 5,5 à 5,7, restent stables au cours de cette phase. En effet, ce

maintien des valeurs de pH ne peut pas être du à la capacité tampon du lait vis-à-vis de

l’acidité à ces pH. En effet, les valeurs de pH similaires varient fortement pour des quantités

d’acidité titrable moindre pour les leuconostocs par exemple. En terme de nombre de

lactocoques, la phase 3 correspondrait à la phase exponentielle observée après induction de

l’activité protéasique. La phase 3 ne dure que très peu de temps (2 à 3 heures) car très vite

des facteurs en excès dans le lait immédiatement après induction de l’activité protéasique

deviennent limitants pour les activités des lactocoques. C’est pourquoi une phase 1 s’installe

à nouveau, avec consommation de bases excédant leur production, et une production nette

d’acide ralentie. En terme de nombre de lactocoques, cette deuxième phase 1

correspondrait à la phase de ralentissement puis à la phase stationnaire, au cours de

laquelle les cellules ne se multiplient pratiquement plus à cause de facteur(s) limitants dans

le lait, mais continuent à être métaboliquement actives, en particulier vis-à vis des acides

aminés (Ganesan et al, 2007). Après la phase 1, on devine pour certains isolats le début

d’une nouvelle phase au cours de laquelle les isolats ont  produit beaucoup plus de base(s)

que d’acide si bien que les valeurs de pH sont remontées C’est le début de la dégradation de

l’arginine, possible lorsque la concentration en lactose passe au-dessous d’une certaine
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valeur. La remontée de pH au cours de cette phase est du à la production de beaucoup

d’ammoniac (la remontée des valeurs de pH est exploitée pour mettre en évidence

l’utilisation d’arginine, cf. M & M ; § V.3).

Les isolats L. mesenteroides présentent les caractéristiques d’acidification attendues

(cf. biblio, § II.4). De plus, les isolats affiliés aux sous-espèces dextranicum et mesenteroides

présentent des caractéristiques d’acidification similaires à celles des souches type de ces

sous-espèces. Ce travail a permis de mettre en évidence un sous-ensemble de L.

mesenteroides qui présente des caractéristiques génotypiques distinctes de celles trois

sous-espèces connues au moment de la réalisation de ce travail, d’où leur affiliation à sous-

espèce inconnue (cf. discussion, § identification moléculaire). Par contre, les graphes acidité

titrable en fonction des valeurs de pH et le comportement vis-à-vis de la température de

culture de la sous-espèce inconnue sont très similaires à ceux de la sous-espèce

dextranicum, Ce sont les isolats de la sous-espèce mesenteroides qui sont différents à la

fois de ceux des sous-espèces dextranicum et inconnue. La sous-espèce mesenteroides

répond mieux que les deux autres à l’ajout de 0,3 % d’extrait de levure au lait de vache, ce

qui cohérent avec les exigences nutritionnelles moindres de cette sous-espèce (Garvie,

1986). Cette sous-espèce pourrait donc être bien adaptée, en co-ensemencement avec des

lactocoques, pour fermenter des laits de brebis et de chamelle, qui sont donnés pour des

laits plus riches que les laits de vache et chèvre (Abu-Tarboush 1994; Park et al. 2007)

notamment en vitamines comme la vitamine B3 (acide nicotinique) que les leuconostocs

exigent dans le milieu de culture (cf. biblio, § II.4). Les isolats de la sous-espèce

mesenteroides présente un seul génotype et ont tous été isolés de lait de chamelle, ce qui

suggère l’existence d’une souche L. mesenteroides subsp. mesenteroides de la collection

pouvant être intégrée dans un levain pour fabriquer du Lben et ses produits dérivés.

Remarque

Quelques isolats n’étaient pas purs au moment de leur caractérisation phénotypique,

malgré deux isolements successifs. La présence d’isolats insuffisamment purifiés a été mise

en évidence à la fin du travail, au moment de l’identification moléculaire pour laquelle un

étalement sur milieu gélosé a été réalisé, suivi de la sélection d’une colonie. C’est comme

cela que 2 types de colonies ont été isolées à partir du tube congelé 106, correspondant à

Lb plantarum et E. sp. De même, certains des isolats utilisés pour les fabrications

fromagères (06, 15, 18 ou 19, et 20, 22 ou 23) n’étaient pas purs. Ils contenaient bien des

cellules de Lc. lactis au moment des fabrications, au vu de leur profil d’acidification individuel

et des profils d’acidification des caillés. Par contre, au vu des identifications moléculaires, la

présence lors des fabrications de cellules d’entérocoques, appartenant à E. hirae, E. durans
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et L. mesenteroides, ne peut être exclue. Il s’est avéré très difficile d’obtenir ces isolats purs,

même après l’isolement supplémentaire pour l’identification moléculaire. Les profils Rep-

PCR obtenus étaient atypiques car ils résultaient du mélange en proportion plus ou moins

importante des profils caractéristiques de deux espèces. Pouvoir repérer des isolats non

purs est un intérêt supplémentaire de la Rep-PCR à coté de celui de permettre d’identifier et

de typer les isolats.

Fabrications fromagères
Des essais de fabrication de fromage type « pâte fraîche »  ont été réalisés dans

notre laboratoire. Il s’agit de fabrication de Jben type « 1 » de la figure 35, c’est-à-dire

fabriqué selon une procédure industrielle avec ajout de levains acidifiants, de présure

animale et à partir de lait ayant subi un traitement thermique. .Trois fromages ont été

fabriqués, deux en même temps et dans les mêmes conditions, en utilisant des levains issus

de la collection d’isolats. Le premier, appelé S, a été ensemencé  avec une culture mixte

contenant trois isolats dont l’identification a varié entre le moment de la fabrication et le

moment de l’identification moléculaire, d’une identification Lc. lactis, à une identification

Enterococcus durans et L. mesenteroides selon les isolats (cf. plus haut). Les cellules Lc

lactis avaient un biovar diacetylactis. Le second, appelé C, a été ensemencé avec quatre

isolats, les trois cités précédemment pour le fromage S et un quatrième appartenant à

l’espèce Lc. lactis au moment de la fabrication et de l’identification moléculaire, mais

certainement contaminé par E. hirae au vu des profils Rep-PCR obtenus avant une

purification satisfaisante. Le troisième fromage a été obtenu en utilisant des levains

commerciaux composés d’après le fournisseur de L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp.

lactis, et L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis.. Il s’agit du  fromage « I ». Un incident de

fabrication, identifié comme étant du à la contamination et à l’activité de bactéries du genre

Enterobacter s’est produit pour le fromage C, qui a conduit à son élimination des analyses

physico-chimiques et sensorielles.

Les fromages I et S avaient à 48 heures de fabrication des valeurs d’EST, de pH et

un taux d’acidité titrable comparables à celles mesurées pour des Jben marocain (El

Marrakchi et Hamama,1995, Hamama, 2003) Par contre, ils étaient moins gras, sans doute à

cause de l’utilisation de lait partiellement écrémé au lieu de lait entier. Les fromages I et S

ont été comparés entre eux et à un fromage R acheté dans le commerce d’un point de vue

sensoriel. Sur 5 des 6 critères considérés, les fromages I et S fabriqués au laboratoire se

distinguaient du fromage commercial R; ces critères étaient l’appréciation générale, l’aspect

externe, la consistance, le goût, et l’acidité, les fromages fabriqués au laboratoire étant

moins appréciés, plus acides et de consistance plus élevée. Le fromage R différait plus du
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fromage S que du fromage I ; le fromage R avait un goût différent de celui du fromage I

seulement lorsqu’il fut présenté après ce dernier, et avait une acidité proche de celle du

fromage I, légèrement inférieure tout de même. Les fromages S et I ne se différenciaient pas

du fromage R pour l’arôme. Par ailleurs, 2 des 6 critères considérés différenciaient le

fromage S du fromage I, I’aspect externe et l’acidité, avec plus d’acidité pour le fromage S.

Ainsi, la saveur acide semble positivement liée à un goût différent, moins apprécié. Par

ailleurs, la meilleure appréciation du fromage R semble liée à sa saveur moins acide mais

surtout à sa consistance moins élevée.

Pour une saveur acide acceptable, Il semble important de fabriquer le Jben avec un

mélange des sous-espèces cremoris et lactis de Lc lactis, avec deux souches de la sous-

espèce lactis dont seulement une présentant le biovar diacetylactis, comme le mélange du

levain commercial ayant servi à fabriquer le fromage I, et non pas avec un mélange de

souche ou une souche Lc lactis biovar diacetylactis comme le mélange ayant servi à

fabriquer le fromage S. En effet ce dernier a conduit, pour un même titre d’acidité titrable

finale, à une saveur plus acide. Cela voudrait dire qu’il ne faut pas une consommation trop

poussée du citrate, ou pas d’une consommation de citrate type Lc. lactis. Dans le premier

cas, l’association de leuconostoc aux lactocoques dans les levains ne semblerait pas

pertinente, puisque le principal rôle des leuconostocs est d’utiliser le citrate. Le second cas

correspondrait à ce que décrit Vedamuthu pour les beurres fermentés ; dans ces derniers,

certaines associations lactocoques/leuconostocs remplissent mieux les rôles d’acidification

et d’aromatisation que Lc. lactis seul. II n’y a pas assez d’éléments connus pour le fromage

R pour dire pourquoi il avait la saveur acide la plus basse. De même, il n’est pas possible de

savoir comment obtenir une consistance de fromage proche de celle du fromage R. On peut

supposer que le taux de matière grasse a un impact favorable sur l’appréciation de la

consistance, et qu’il vaudrait mieux dans ce cas fabriquer à partir de lait entier. (cf. résultats

II. 4 et 5).
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CONCLUSION

Ce travail permet de soulever les points suivants :

Points méthodologiques critiques :
Les entérocoques sont fréquemment co-isolés et co-purifiés avec les lactocoques et

les leuconostocs.

Pour augmenter les chances d’isoler des lactocoques, plus sensibles que les

leuconostocs et les entérocoques à des conditions hostiles, il faudrait :

- ne pas trop nettoyer la mamelle avant prélèvement des échantillons de laits crus,

- réaliser ensuite les isolements à partir de laits crus ayant subi le moins de stress

thermique possible, et à partir des laits fermentés en début d’acidification.

Pour simplifier la procédure d’isolement, on peut mettre l’étape d’enrichissement en

milieu liquide.

Les empreintes génotypiques Rep-PCR permettent de :

- repérer les isolats insuffisamment purifiés

- identifier des sous-espèces (cas de la sous-espèce inconnue de L. mesenteroides)

ou des espèces qui ne portent pas encore de nom. (cas de l’espèce E. sp.)

- sélectionner seulement des isolats qui ne sont pas génotypiquement apparentés

- différencier les sous-espèces génotypiques lactis et cremoris de Lc. lactis,

- différencier les L. mesenteroides des L. pseudomesenteroides

Seule l’identification moléculaire permet :

- d’affilier des isolats aux entérocoques.

Les caractères phénotypiques classiquement utilisé pour l’identification, type

fermentaire, croissance en présence d’une concentration de 6,5 % de NaCl, et à 45 °C, et

utilisation des sucres, se sont montrés insuffisants pour différencier les entérocoques de Lc

lactis.

Le graphe montrant la variation du pH en fonction de l’acide titrable au cours de 24 h

de culture en lait est un test phénotype fiable pour différencier les isolats lactocoques des

isolats entérocoques

Il faut réduire au maximum le nombre de repiquage au cours du temps pour

conserver les caractéristiques des isolats; en particulier les isolats Lc. lactis ne doivent pas

perdre entre autres leur activité acidifiante dans une gamme de température allant au moins

jusqu’à 42 °C.
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Caractéristiques des isolats
- Les isolats leuconostocs et lactocoques présentent les caractéristiques

phénotypiques servant à l’identification (production de dextrane, utilisation sucres, etc ;) ou

d’intérêt technologique (acidification, présence de protéase, utilisation du citrate, exigences

nutritionnelles) associées à leur affiliation taxonomique.

- De plus, les isolats Lc. lactis présentent un profil de réponse à la température

atypique, qui pourrait être du à leur source végétale récente.

- Les 15 isolats leuconostocs représentent 4 souches de L mesenteroides

présentant de grandes différences de potentiel génétique.

- Les 11 isolats lactocoques représentent 4 souches de Lc. lactis subsp. lactis

biovar diacetylactis présentant de grandes différences de potentiel génétique.

Sélection de souches pouvant être intégrées à des levains starter
entérocoques
- des entérocoques sont fréquemment isolés de laits crus et spontanément

fermentés, ce qui suggère leur participation à la fermentation des laits.

- des entérocoques résistants à 20 mg/l de vancomycine sont présents dans les

laits crus. Ils subsistent dans les laits spontanément fermentés. Si cette résistance est de

type transférable, ce qui reste à établir pour les isolats de la collection isolés à partir du

milieu M17, ces isolats présenteraient un danger sanitaire empêchant de les utiliser comme

levains.

- Les entérocoques appartenant aux espèces E. hirae et E. durans qui ont été

isolés sur milieu M17 ne présentent pas-un potentiel d’acidification suffisant pour pouvoir

être utilisés comme seuls acidifiants.

lactocoques
- Deux souches de Lc lactis de la collection, les souches de génotype 1 et 2,

pourraient être utilisées comme levain acidifiant, car elles présentent un bon potentiel

acidifiant et utilisent le citrate.

leuconostocs
- La souche de L. mesenteroides subsp. mesenteroides pourrait être utilisée comme

levain, en association avec des Lc. lactis. Elle serait bien adaptée pour co-fermenter des laits

de brebis et chamelle.
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Perspectives

Il est nécessaire de tester en fabrication expérimentale les 2 souches de lactocoques,

seules ou associées, et combinée ou non à la souche de leuconostoc. Les premiers essais

de fabrication réalisés au cours de ce travail sont encourageants et permettent de servir de

base pour mettre en place les essais préconisés. Des améliorations et des variantes seraient

à considérer.

Les améliorations pourraient être :

- emploi de lait entier

- dénombrement des levains dans le lait ensemencé

- suivi des nombres de levains au cours de l’acidification

- analyse physico-chimique de tous les fromages dégustés, même les fromages

commerciaux

- analyse sensorielle permettant d’indiquer la hiérarchie entre les fromages pour

chaque descripteur, et non pas seulement la présence de différence.

Les variantes pourraient être :

- emploi de lait cru

-comparaison des  performances des levains selon le type de lait : lait de vache, de

brebis, de chèvre, etc.

- comparaison de différents niveaux d’ensemencement
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ANNEXES I

GRAPHES REPRESENTANT LA PRODUCTION D’ACIDE ET LA VARIATION DU
pH EN FONCTION DU TEMPS CHEZ LES ISOLATS DE :
Lactococcus,Leuconostoc  et Enterococcus.

I-Variation du pH en fonction de l’acide

Figure 1 : Variation du pH en fonction d’acide produit par Enterococcus hirae 1
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Figure 2 : Variation du pH en fonction d’acide produit par Enterococcus hirae 1(suite)
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Figure 3 : Variation du pH en fonction d’acide produit par Enterococcus hirae 1(suite)
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Figure 4 : Variation du pH en fonction d’acide produit par Enterococcus hirae 1(suite)

Figure 5: Variation du pH en fonction d’acide produit par Enterococcus hirae 2
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Figure 6: Variation du pH  en fonction de l’acide produit par Enterococcus hirae 2
(suite)

Figue 7 : Variation du pH en fonction de l’acide produit par Enterococcus sp
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Figure 8 : Variation du  pH en fonction de l’acide produit par Enterococcus faecalis
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Figure 9: Variation du pH en fonction de l’acide produit par Enterococcus durans 1
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Figure 9 (suite): Variation du pH en fonction de l’acide produit par Enterococcus durans
1
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Figure 10: Variation du pH  en fonction de l’acide produit par Enterococcus durans
1(suite) et Enterococcus durans 2

Figure 11 : Variation du pH en fonction de l’acide produit par Lactococcus  lactis
subsp lactis 1
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Figure 11 (suite) : Variation du pH en fonction de l’acide produit par Lactococcus
lactis subsp lactis 1

Figure 11 : Variation du pH en fonction de l’acide produit par Lactococcus  lactis subsp
lactis (suite)
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Figure 12 : Variation du pH en fonction de l’acide produit par Lactococcus lactis subsp
lactis 2 et Lactobacillus plantarum

Figure 13 : Variation du pH en fonction d’acide produit par Leuconostoc mesenteroides
subsp mesenteroides
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Figure 13 (suite): Variation du pH en fonction d’acide produit par Leuconostoc
mesenteroides subsp mesenteroides et Ln mesenteroides subsp dextranicum

Figure  14: Variation du pH en fonction d’acide produit par Leuconostoc mesenteroides
subsp inconnue
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Figure  14 (suite) : Variation du pH en fonction d’acide produit par Leuconostoc
mesenteroides subsp inconnue

II-Effet de différente concentrations d’extrait de levure sur la variation du pH

Figure 15: Effet de différentes concentrations  d’extrait de levure sur la variation du pH
au cours du temps des cultures de Leuconostoc mesenteroides en lait reconstitué
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Figure 16: Effet de différentes concentrations  d’extrait de levure sur la variation du pH
au cours du temps des cultures de Leuconostoc mesenteroides et leuconostoc
dextranicum en lait reconstitué
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Figure  17 : Effet de différentes concentrations d’extrait de levure sur la variation du
pH en fonction du temps des cultures de Leuconostoc inconnue
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Figure 18: Effet des différentes concentrations  d’extrait de levure sur la variation du pH en
fonction du temps  des cultures d’Enterococcus hirae en lait reconstitué
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Figure  19 : Effet des différentes concentrations d’extrait de levure sur la variation du
pH des cultures d’Enterococcus durans1 au cours du temps.
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Figure 20 : Effet des différentes concentrations d’extrait de levure sur la variation du
pH des cultures d’Enterococcus durans1 (suite) au cours du temps
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Figure 21 : Effet des différentes concentrations d’extrait de levure sur la variation du
pH des cultures de Lactococcus lactis1 au cours du temps
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Figure 22 : Effet de différentes concentrations d’extrait de levure sur la variation du pH
des cultures de Lactococcus lactis 2 et Lactobacillus au cours du temps.
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III-Effet des différentes concentrations d’extrait de levure sur la production d’acide

Figure 23 : Effet de différentes concentrations  d’extrait de levure sur la production
d’acide par Leuconostoc  mesenteroides et Leuconostoc dextranicum
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Figure24 : Effet de différentes concentrations d’extrait de levure sur la production
d’acide par Leuconostoc mesenteroides subsp inconue au cours du temps
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Figure 25: Effet de l’extrait de levure sur la production d’acide des Lactococcus lactis1
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Figure26 : Effet de différentes concentrations d’extrait de levure sur la production
d’acide par Lactococcus lactis 2 au cours du temps

Figure 27 : Effet de différentes concentrations d’extrait de levure sur la production
d’acide par Lactobacillus au cours du temps
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Figure 28 : Effet de différentes concentrations d’extrait de levure sur la production
d’acide par Enterococcus durans1 au cours du temps
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Figure   : 29  Effet de l’extrait de levure sur la production d’acide chez Enterococcus durans1(suite)
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Figure 30 : Effet de différentes concentrations d’extrait de levure sur la variation
d’acide produit par Enterococcus hirae au cours du temps
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Figure 31: Effet de différentes concentrations d’extrait de levure sur la variation
d’acide produit par Enterocccus faecalis au cours du temps
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ANNEXES II

Recherche du NPP et test IMVIC

I-Recherche du NPP (Nombre le Plus Probable)

I.1-Technique

Trois dilutions du produit sont préparées. Chaque dilution est ensemencée dans trois

tubes de BLBVB (bouillon lactosé bilié au vert brillant) (composition en annexe IV) avec

cloche de Durham, à raison de 1ml par tube. Après 24 h à 48 h d’incubation à 37 °C, la

présence de gaz, ainsi que le virage au jaune des tubes de BLBVB confirment la présence

des coliformes dans l’échantillon. Le nombre de tubes positifs pour chaque dilution est

compté, la somme correspond au nombre caractéristique. Le résultat est exprimé dans la

table de Mac Credy (ci-dessous) par le nombre le plus probable (NPP) de coliformes dans

un millilitre ou 1 gramme de produit.

I.2-Table de Mac Credy (3 tubes/dilution)

Nombre
caractéristique

Nombre de
germes/ml

Nombre
caractéris
tique

Nombre de
germes/ml

Nombre
caractéristique

Nombre de
germes/ml

000
001
010
100
011
101
110
111
020
102
120
121
130
200

0.3
0.3
0.3
0.4
0.6
0.7
0.7
1.1
0.6
1.1
1.1
1.5
1.6
0.9

201
202
210
211
212
220
221
222
223
230
231
232
300
301

1.4
2.0
1.5
0.0
3.0
2.0
3.0
3.5
4.0
3.0
3.5
4.0
2.5
4.0

302
310
311
312
313
320
321
322
323
330
331
332
333

6.5
4.5
7.5

11.5
16.5
9.5

15.0
20.0
30.0
25.0
45.0
110.0
140.0
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II-Test  IMVIC (identification des coliformes)

Les techniques d’ensemencements et les résultats positifs ou négatifs obtenus
des différents milieux cités dans le tableau ci-dessous sont expliqué dans : Matériel et
méthode ; § V.3 et VII.1.

Tableau : Identification des coliformes par le test IMVIC (Leveau et Bouix, 1993)

Microrganismes Lactose Glucose H2S Indole Rouge
de
Méthyle

Acétoine Citrate Mobilité

E. coli ± + - ± + - - ±
Citrobacter + + ± ± + - + +
Klebsiella + + - ± - + + -

Enterobacter + + - ± - + + +
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ANNEXE III

ANALYSES SENSORIELLES

I-Questionnaire

I-1-Test triangulaire selon le goût

Trois échantillons de fromage frais vous sont présentés, dont l’un est répété, selon la

disposition suivante :

1 2 3

Dégustez-les. Quel est l’échantillon non répété ?

I-2-Test de classement selon l’acidité

Trois échantillons de fromage frais vous sont présentés au sommet d’une tour.

Selon le degré d’acidité classez-les du plus acide au moins acide, du plus consistant

au moins consistant, du plus aromatique au moins aromatique, et du plus apprécié au moins

apprécié

1

2

3
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II-Résultats des analyses sensorielles

II-1-Epreuve triangulaire

Tableau 1: Résultats d’épreuve triangulaire selon « l’aspect externe »

Disposition Nombre de
réponses
correctes

Nombre de
réponses
incorrectes

Total µ observée

RRI 16 0 16 5.39

SSI 16 0 16 5,39

IIR 10 6 16 2.20

RRS 14 2 16 4.33

IIS 14 2 16 4.33

SSR 15 1 16 4.86

Tableau 2: Résultats d’épreuve triangulaire selon « le goût »

Disposition Nombre de
réponses
correctes

Nombre de
réponses
incorrectes

Total µ obsevée

RRI 5 11 16 -0.44

SSI 3 13 16 -1,50

IIR 15 1 16 4.86

RRS 14 2 16 4.33

IIS 8 8 16 1.14

SSR 15 1 16 4.86
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II-2-Epreuve de classement

Tableau 3: Résultats du test de classement pour le critère « consistance »

Fromage S Fromage I Fromage R Total

SIR 6 12 18 36

ISR 12 6 18 36

IRS 6 2 4 12

SRI 2 6 4 12

Rj 26 26 44 96

Khi 2 =13.50 pour un ddl=2

donc sans doute R(S = I)

Tableau 4 : Résultats du test de classement pour le critère « acidité »

Fromage S Fromage I Fromage R Total

SIR 5 10 15 30

ISR 8 4 12 24

IRS 3 1 2 6

SRI 6 18 12 36

Total 22 33 41 96

Khi 2 =11.37 pour un ddl=2

donc sans doute SIR
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Tableau 5: Résultats de test de classement pour le critère « arôme »

Fromage S Fromage I Fromage R Total

RSI 12 18 6 36

ISR 4 2 6 12

SIR 5 10 15 30

SRI 1 3 2 6

RIS 6 4 2 12

Total 28 37 31 96

Khi 2 = 2.62 pour un ddl=2

donc non significatif

Tableau 6: Résultats de test de classement pour le critère « appréciation générale»

Fromage S Fromage  I Fromage  R Total

SIR 1 2 3 6

RSI 20 30 10 60

RIS 15 10 5 30

Total 36 42 18 96

Khi 2 = 19.5 pour un ddl = 2

donc sans doute R(S = I)
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III- Table du Khi2

v / * 0.1 0.05 0.025 0.01 v / 0.1 0.05 0.025 0.01

1 2.71 3.84 5.02 6.63 16 23.54 26.30 28.84 32.00

2 4.61 5.99 7.38 9.21 17 24.77 27.59 30.19 33.41

3 6.25 7.81 9.35 11.34 18 25.99 28.87 31.53 34.80

4 7.78 9.49 11.14 13.28 19 27.20 30.14 32.85 36.19

5 9.24 11.07 12.83 15.09 20 28.41 31.41 34.17 37.57

6 10.64 12.59 14.45 16.81 21 29.61 32.67 35.48 38.93

7 12.02 14.07 16.01 18.47 22 30.81 33.92 36.78 40.29

8 13.36 15.51 17.53 20.09 23 32.01 35.17 38.08 41.64

9 14.68 16.92 19.02 21.67 24 33.20 36.41 39.37 42.98

10 15.99 18.31 20.48 23.21 25 34.38 37.65 40.65 44.31

11 17.27 19.67 21.92 24.72 26 35.56 38.88 41.92 45.64

12 18.55 21.03 23.34 26.22 27 36.74 40.11 43.19 46.96

13 19.81 22.36 24.74 27.69 28 37.92 41.34 44.46 48.28

14 21.06 23.68 26.12 29.14 29 39.09 42.56 45.72 49.59

15 22.31 25.00 27.49 30.58 30 40.26 43.77 46.98 50.89

*v : le nombre de degré de liberté; l : le risque d'erreur.
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ANNEXES  IV

MILIEUX DE CULTURES

I-GELOSES/BOUILLONS correspondant

Les bouillons contiennent les mêmes quantités de tous les ingrédients,  sauf l’agar –agar.

Gélose/Bouillon MRS : « De Man-Rogosa-Sharpe (1960)

Ingrédients                                                   Quantité en gramme

Extrait de viande                                                      10

Extrait de levure                                                       5

Peptone                                                                   10

Acétate de sodium 5

Citrate de sodium 2

Glucose 20

MgSO4 0,25

MnSO4 0,05

KH2PO4 2

Agar-agar                                                                  15 (uniquement gélose)

Tween 80                                                                  1 ml

Eau distillée q.s.p.                                                   1000 ml

pH= 6,8

Le mélange est mis dans des flacons stériles puis autoclavé à 121 °C pendant 15 mn
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Gélose/Bouillon M17  (Terzaghi et Sandine, 1975)

Ingrédients                                                       Quantités en gramme

Extrait de levure                                                    2,5

Extrait de viande                                                   5

Tryptone 5

Peptone papainique 2,5

Peptone pepsique de viande 5

Acide ascorbique 0,5

Lactose                                                                  5

Glycérophosphate de sodium 19

Mg SO4 0,25

Agar-agar 15 (uniquement gélose)

Eau distillée  q.s.p. 1000 ml

pH =7,1

Le mélange est mis dans des flacons stériles puis autoclavé à 121 °C pendant 15 mn

Gélose YMA (Yeast-Milk –Agar (1960)

Ingrédients                                                 Quantités en gramme

Extrait de levure                                             3

Peptone 5

Lait déshydraté                                             10

Agar-Agar 15

Eau distillée q.s.p.                                        1000 ml

pH = 7,0

Autoclaver à   121 °C pendant 20 mn.
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Gélose MSE  (Mayeux,Sandine et Elliker, 1962)

Ingrédients                                                   Quantités en gramme

Tryptone 10

Extrait de levure 5

Saccharose                                                     100

Citrate de sodium 1

Glucose 5

Gélatine 2,5

Azothydrate de sodium 0,075

Eau distillée q.s.p. 1000 ml

pH  6,5

Autoclaver à  121 °C pendant 15 mn.

Gélose ME (milieu pour entérocoques)

Ingrédients Quantité en gramme

Tryptone 20

Extrait de levure 5

Dextrose                                                           2

Dipotasium phosphate 4

Azide de sodium 0,4

Eau distillée q.s.p. 1000 ml

Agar                                                                 10

2.3.5 Triphenyl Tetrazolium chloride               0,1

pH 7,2 ± 0,2

Autoclaver à 121°C pendant 15mn
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Gélose M16 BCP (Thomas , 1973)

Ingrédients                                           Quantités en gramme

Extrait de levure                                          2,5

Extrait de viande 5

Peptone papainique de soja 5

Bi-polytone                                                   5

Acide ascorbique 0,5

Lactose 2

L-arginine                                                      4

Pourpe de bromocresol 0,5

Agar-Agar                                                     15

Eau distillée q.s.p.                                       1000 ml

pH=  6,8

Autoclaver à  121 °C pendant 15 mn.

Gélose KMK (Kempler  et  Mac Kay ,1980)

Ingrédients                                                     Quantités

Poudre de lait écrémé 10

Biopolytone                                                       2,5

Glucose                                                               5

Agar-Agar                                                          15

Eau distillée q.s.p. 1000 ml

pH= 6,6

Le milieu est réparti à raison de 100 ml par flacon puis autoclaver à 121 °C pendant 15 mn.
Au moment de son utilisation on ajoute :
1 ml de solution aqueuse de ferricyamide de potasium à 10 % (P/V)
1 ml de solution aqueuse de citrate ferrique à 2,5 % (P/V)
1 ml de citrate de sodium 2,5 % (P/V)
Ces solutions sont stérilisées par filtration (Membrane millipores 0,22 µm) avant leur
utilisation et doivent être conservées à l’obscurité à 4 °C.
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Gélose NUTRITIVE

Ingrédients                                 Quantité en gramme

Peptone                                             5

Extrait de viande 1

Extrait de levure 2

Chlorure de sodium 5

Agar 15

Eau distillée q.s.p.                           1000 ml

pH =7,1

Autoclaver à 121 °C pendant  15 mn

Gélose MAC CONKEY

Ingrédients                                 Quantités en gramme

Peptone de caseine                             17

Peptone de viande 3

Lactose                                                 10

Mélange des els biliaires 1,5

Chlorure de sodium 5

Rouge neutre                                      0,03

Crystal violet                                       0,001

Agar –Agar                                          13,5

Eau distillée q.s.p.                             1000ml

pH 7,1

Autoclaver à 110 °C pendant 30 mn
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Gélose SS (Salmonella, Shigella)

Ingrédients                                            Quantités en gramme

Extrait de viande de bœuf 5

Polypeptone 5

Lactose                                                         10

Sels biliaires 8,5

Citrate de sodium 10

Thiosulfate de sodium 8,5

Citrate ferrique 1

Rouge neutre 0,025

Vert brillant 0, 00033(qqs traces)

Eau distillée q.s.p. 1000 ml

pH 7,0

Ne pas autoclaver, porter à ébullition pendant  1 ou 2mn en agitant fréquemment

Milieu  CHAPMAN

Ingrédients Quantités en gramme

Peptone                                                      11

Extrait de viande 1

Chlorure de sodium 75

Mannitol 1

Rouge de phénol                                      0,025

Agar-Agar                                                    15

Eau distillée q.s.p. 1000 ml

pH 7.4 à 7.5

Autoclaver  à 110 °C pendant 30 mn.
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Gélose Viande – Foie (VF)

Ingrédients                                      Quantités en gramme

Base VF déshydraté 20

Glucose                                                   2

Amidon 2

Aga-Agar                                                11

Eau distillée q.s.p.                                1000 ml

pH 7,2

Autoclaver  à 115 °C pendant 30 mn

Gélose à trois sucres et au fer (TSI)

Ingrédients                                           Quantités en gramme

Extrait de viande 3

Extrait de levure 3

Peptone                                                       15

Lactose                                                        10

Saccharose                                                  10

Glucose 1

Chlorure ferrique d’ammonimum 0,5

Chlorure de sodium 5

Rouge de phenol                                      0,024

Agar 12

Thiosulfate de sodium 0,3

Eau distillée q.s.p.                                  1000 ml

pH  7,5

Autoclaver à 121 °C pendant 15 mn
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Milieu   CITRATE DE  SIMMONS

Ingrédients                                           quantités en grammes

Sulfate de magnésium                               0,2

Phosphate de mono -ammoniaque 1

Phosphate bipotassique 1

Citrate de sodium 2

Chlorure de sodium                                    5

Bleu de Bromothymol                               0,08

Agar 15

Eau distillée q.s.p.                                     1000 ml

pH  6,8

Autoclaver   à 121 °C pendant 15 mn
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II-BOUILLONS

Bouillon BLBVB (Bouillon lactosé bilié au vert brillant) (Dunham et Schoenlein,1926)

Ingrédients                                  Quantités en gramme

Lactose                                             10

Peptone                                           10

Bile déshydratée 20

Vert brillant à 1% 1,3

Eau distillée q.s.p.                         1000 ml

pH 7,2

Autoclaver à 115 °C pendant 20 mn

Milieu ROTHE (S/C) (bouillon glucose à l’azide de sodium)

Ingrédients                                     Quantités en gramme

Tryptone 20

Glucosr 5

Chlorure de sodium 5

Phosphate di potasique 2.7

Phosphate monopotassique 2,7

Azothydrate de sodium 0,2

Eau distillée q.s.p. 1000 ml

pH 7,2

Autoclaver à 121 °C pendant 20 mn
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Milieu  EVA Litsky (bouillon glucosé à l’éthyle violet et azide de sodium)

Ingrédients                                Quantités en gramme

Tryptone                                              20

Glucose                                                5

Chlorure de sodium 5

Phosphate di potassique 5

Phosphate monopotassique 2,7

Azothydrate de sodium 0,3

Eau distillée q.s.p. 1000 ml

Solution  à 0,01 g d’éthyle  Violet dans 100 ml d’H2O      5 ml

pH 7,2

Autoclaver r à 121 °C pendant 20 mn

Bouillon au sélinite (SFB)

Ingrédients                                  Quantités en gramme

Sélinite de sodium 5

Peptone trypsine de caseine 4

Lactose 4

Phosphate disodique 40

Cystine                                            0.02g

Eau distillée q.s.p.                        1000 ml

pH 7,0 ± 0.2

Stériliser  à 115 °C pendant 20 mn
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Bouillon de GIOLITTI et CANTONI

Ingrédients                                     Quantités en gramme

Tryptone                                                 10

Extrait de viande                                    5

Extrait de levure 5

Chlorure de lithium                                5

Mannitol 20

Chlorure de sodium                                5

Glycine 1.2

Pyruvate de sodium                               3

Eau distillée q.s.p.                                   1000 ml

pH 6,8 à 7,0

Autoclaver pendant 20 mn à 115 °C

Milieu  CLARCK  ET LUBS

Ingrédients Quantités en grammes

Peptone trypsique                                       5

Glucose 2

Phosphate bipotassique                           10

Eau distillée q.s.p. 1000 ml

pH 7,5

Autoclaver à 121 °C pendant 20 mn
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EAU PEPTONNEE EXEMPTE D’INDOLE

Ingrédients                                             Quantités en grammes

Peptone 20

Chlorure de sodium 20

Phosphate dissodique                              9

Eau distillée q.s.p.                                    1000 ml

pH 7,5

Autoclaver à 121 °C pendant 20 mn
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Abstract Raib (Rayeb) is a spontaneously fermented milk primarily acidified and
flavored by strains of lactococci and leuconostocs. Raib and its by-products are
traditionally consumed in many Mediterranean and sub-Saharan countries. Dedicated
ready-to-use starter strains are currently missing. The aim of this study was to isolate
and characterize wild strains of lactococci and leuconostocs that could be used to
produce these dairy products while preserving their traditional characteristics. Dominant
lactic acid cocci were isolated on M17 and MRS-vancomycin plates from Algerian
cow's, ewe's, goat's, mare's, and camel's milks, either raw and/or fermented under
laboratory conditions. The DNA of the isolates was fingerprinted by Rep-PCR. Strain
identification was performed by Rep-PCR combined with specific PCR for genus
Enterococcus and subspecies lactis/hordniae and cremoris of Lactococcus lactis.
Isolates were characterized for three phenotypes essential for Raib manufacture: (a)
high acidifying activity over the normal associated temperature range, (b) presence of
protease, and (c) ability to metabolize citrate. Eighty-four isolates were characterized
including four different strains of lactococci and four different strains of leuconostocs.
Vancomycin-resistant enterococci were often coisolated. One strain of Leuconostoc
mesenteroides exhibited an atypical genotype compared to the subspecies-type strains
and to other wild Leuconostoc strains. Two protease-positive strains of Lactococcus
lactis subsp. lactis biovar diacetylactis isolated from camel's fermented milks and the
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strain Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides isolated from mare's
fermented milks had high acidifying potential in milk. These three strains were
considered as suitable candidates as acidifying starters to preserve the typical sensory
characteristics of traditional Raib while improving its safety and shelf life.

传统Raib型发酵乳中天然明串珠菌和乳球菌的分离、鉴定以及工艺特性

摘要 ' Raib(Rayeb)是由乳球菌和明串珠菌发酵产酸进而酸化和产生风味的一种自然发酵乳。
Raib以及其副产品是许多地中海和撒哈拉以南非洲国家的传统食品。当前尚未有用于发酵

Raib的专门发酵剂。本研究目的是分离和鉴定可用于Raib及其副产品的生产,并能保持自身

传统特性的天然乳球菌和明串珠菌菌株。在实验室中,采用M17和MRS(含万古霉素)培养基,

从新鲜阿尔及利亚牛乳、绵羊乳、山羊乳、马乳、骆驼乳等原料乳或者其发酵乳中,分离了

优势乳酸球菌。提取这些菌株的DNA,并且采用Rep-PCR技术对上述菌株指纹图谱分析。采

用Rep-PCR技术结合Enterococcus属特异性引物、lactis/hordniae 和cremoris of Lactococcus
lactis.亚属特异性引物,对菌株进行鉴定。分离获得菌株的三个与Raib生产相关的特性被确

定,其中包括a)在正常的相关温度范围内体现的高酸化能力;b)蛋白酶活性;c)柠檬酸代谢能

力。 84株菌被定性,其中包括4株乳球菌和4株明串珠菌。具有抗万古霉素的肠球菌,常常被

共分离。一株Leuconostoc mesenteroides菌与亚种模式菌株以及其他天然明串珠菌相比,显示

了非典型的表型特征。两株分离自骆驼发酵乳,并具有蛋白酶活性的Lactococcus lactis subsp.
lactis biovar diacetylactis 和分离自马发酵乳的Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides
在乳中显示高的酸化潜力。以上三株菌适合用作酸化发酵剂,它们既可保留传统Raib的传统

的感官特性,同时可以改善Raib的安全性和延长货架期。

Keywords Leuconostocs . Lactococci . Enterococci . Raib type milk
fermentation . Rep-PCR

关键词 明串珠菌 .乳球菌 .肠球菌 .Raib型发酵乳 .Rep-PCR

1 Introduction

There is a need to select novel microbial strains to improve safety of existing
traditional fermented dairy products without altering their unique sensory, nutritional,
and health-related characteristics; hitherto, strains have mostly been selected for
products that have other sensory, nutritional, and health-related characteristics and
are manufactured from cow's milk. The selection of strains from dairy ecosystems
other than cow's milk and cheeses provides an opportunity to obtain strains which
possess unique phenotypes (Drici et al. 2010) and may be useful for new dairy
applications as well as traditional ones (Prashant et al. 2009).

Ready-to-use starters dedicated to the manufacture of traditional Raib and its by-
products are not currently available. The selection of novel strains is crucial to design
such starters.

Raib and its by-products are traditional dairy products, still widely produced and
consumed in many Mediterranean and sub-Saharan countries (Abou-Donia 2008;
Benkerroum and Tamime 2004; Koussou et al. 2007). Raib is consumed directly after
fermentation or is skimmed before use. When Raib is churned, Lben is obtained from
the nonbutter fraction and Smen from the butter fraction. Jben is a soft white cheese
obtained by molding, draining, and salting. The characteristics of Raib and its by-
products are broad ranging as they are largely still produced without standardized
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procedures. Until recently, they were mostly homemade in rural areas where they
make a major contribution to people's diets as well as to the rural economy by
promoting local production. Their consumption is increasing in some cities, but has
been decreasing among the more prosperous population groups, who have replaced
them with industrial-type yoghurts (Khaldi et al. 2006; Koussou et al. 2007). It has
been estimated that 30% of Algerian milk output in the 1990s was used to make these
products, which were either consumed on-farm or marketed through informal chan-
nels (Bencharif 2001).

Traditionally, Raib results from the spontaneous fermentation of full-cream raw
cow's, goat's, camel's, or ewe's milks. Cow's milk is also sometimes supplemented
with goat's, ewe's, or camel's milk. Fermentation takes place at ambient temperature
for 24 to 72 h depending on the temperature. Lactococcus lactis and Leuconostoc
mesenteroides are generally cited as the main lactic acid bacteria (LAB) responsible
for its acidification, texture, and aromatization (Benkerroum and Tamime 2004). In
that respect, the LAB involved are similar to those used for cultured buttermilk made
from cow's milk in developed countries (Vedamuthu 1994). Yeasts are also cited as
secondary aroma contributors (Tantaoui-Elaraki and El Marrakchi 1987). All this
gives traditional Raib and its by-products specific physicochemical compositions and
organoleptic characteristics.

Currently, manufacturing practices are changing for various reasons such as to
facilitate large-scale production, production in urban areas, availability of ready-to-use
starters and rennet, and hygiene constraints. This results in modification of some
essential characteristics such as acidity, levels of solids and volatile compounds, and
rheological profiles (Guizani et al. 2001; Samet-Bali et al. 2010). The lactococci that
predominated in traditional Laban and Jben have been replaced by thermophilic
lactobacilli in their commercial counterparts (Benkerroum and Tamime 2004;
Guizani et al. 2001). Practices for industrial Laban manufacturing are actually similar
to those for conventional yoghurt in Lebanon (Chammas et al. 2006).

The consumption of ripened cream butter has declined in developed countries and
with it, research on dedicated Leuconostoc strains. Many successful butter cultures
containing good aroma-producing leuconostocs have also been lost because of
neglect (Vedamuthu 1994). However, for flavor intensification without an objection-
able green flavor defect or excessive gas, leuconostocs should be used in preference
to citrate-fermenting lactococci in ripened cream butter made from cow's milk
(Vedamuthu 1994). In milk, leuconostocs function only in association with lacto-
cocci, which initiate their growth (Vedamuthu 1994).

All previous studies of Raib and its by-products have described LAB isolated from
ready-made products or from raw milks. With the exception of one recent study
(Ouadghiri et al. 2009), LAB have previously been identified by unreliable pheno-
typic methods. The present study sets out to isolate wild strains of leuconostocs and
lactococci that are well adapted to the different environments in which they are likely
to grow. Strains of leuconostocs and lactococci were isolated from raw milks and/or
spontaneously fermented raw milks of cow, ewe, mare, goat, and camel under
laboratory conditions. They were identified by reliable and accurate genotypic meth-
ods, i.e., species-specific PCR when available (Wolfgang 2007) and Rep-PCR
(Gevers et al. 2001), and were characterized for their potential as acidifiers and
flavoring agents of Raib.
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2 Materials and methods

2.1 Milk samples

Milks were sampled in spring. To avoid isolating any commercial strains, milks were
collected in sterile flasks directly at milking or from the milk can. They were kept at
4 °C until use; all were used within 24 h. To ensure variability among the isolates,
samples were taken from 40 different farms.

2.2 Strain isolation

MRS-vancomycin (vancomycin at 20mg.L−1) (Mathot et al. 1994) and M17 (Terzaghi
and Sandine 1975) were used to isolate leuconostocs and lactococci, respectively.
Strains were isolated directly from raw milks or after spontaneous fermentation of raw
milks at 30 °C for 48 h (96 h for camel's milks), mimicking traditional fermentation.
The aim was to obtain strains that are active during the first production stages and,
therefore, common to Raib and its by-products. Aliquots (0.1 mL) of raw or fermented
milks were cultivated in MRS-vancomycin broth; then, aliquots from cultures that
produced gas in Durham tubes were streaked on MRS-vancomycin plates. Aliquots
(0.1 mL) of raw or fermented milks were also cultivated in M17 broth; then, aliquots
from cultures that did not produce gas in Durham tubes were streaked on M17 plates.
The cultures were incubated aerobically at 30 °C for 24 h.

Isolated colonies were picked off plates and purified by two successive streakings on
MRS-vancomycin or M17 plates. By taking only a few isolates from each sample,
redundancy among isolates was avoided, and it can be assumed that only dominant
strains were isolated from the milks, with strains well adapted to the different milks that
are likely to be fermented. The isolates were stored at −20 °C in sterile milk supple-
mented with glycerol (15%), glucose (0.5%), and yeast extract (0.25%).

2.3 Type strains

Type strains (see Fig. 1) were obtained from ATCC, American Type Culture Collec-
tion (Rockville, MD, USA); CIP, Collection of the Institute Pasteur (Paris, France);
and CNRZ, Collection of the Centre National de la Recherche Zootechnique (INRA,
Jouy-en-Josas, France) distributed now by CIRM-BIA (INRA, Rennes, France).

2.4 DNA extraction

Each purified isolate and each type strain was streaked on an appropriate agar
medium. Total DNA was extracted from one colony by the rapid cold shock method
of Gaya et al. (1999).

2.5 Rep-PCR

Rep-PCRwas performed as described by Berthier et al. (2001), except that the gel image
was captured with a CCD camera, and primer (GTG)5 (5P-GTGGTGGTGGTGGTG-
3P) was also used in addition to primers ERIC and REP. Rep fingerprints sharing
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more than 40% similarity were grouped together. Rep fingerprints were analyzed as
described by Berthier et al. (2001). Briefly, isolates with Rep fingerprints sharing

NI

Similarity (%)10080604020

NId

NI

E. durans b

NI
L. lactis cremoris
E. mundtii
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L. mesenteroides subsp. mesenteroides
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L. lactis subsp. lactis
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33, 34, 43, 69, 71, 73, 99, 103, 104, 
106, 107, 108,111, 115, 119, 135, 136 

27, 79, 81, 82, 
83, 86, 87 

89, 90, 91,  
95, 96, 97  

50, 67, 68, 72, 117, 118  

2, 6, 26, 29,  
32, 35, 36,  
37, 38  

106, 110

14, 16, 18, 19, 20, 22, 
23, 24, 25, 42, 52, 53 

CNRZ 749T

39, 49, 66  

92, 93, 94  

102, 105, 109

64, 65

4, 51

30a

ATCC 19432T

76

17

CNRZ 211T

9
28

CNRZ 361T

ATCC 19433T

137

CNRZ 142T

15

98

CNRZ 125

CIP 102973T
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Fig. 1 Dendrogram based on numerical analysis of the 84 concatenated Rep-PCR fingerprints combining
ERIC, REP, and (GTG)5 fingerprints.

aName of isolate or type strain. bGenotypic affiliation by Rep-PCR, in
bold Rep-PCR affiliation confirmed by specific PCR. cNo. of the Rep-PCR group. dNonidentified
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more than 40% similarity with the Rep fingerprint of a type strain were presumptively
affiliated to the species that that strain represented. Dissimilar fingerprints were
assumed to be fingerprints of different strains. To avoid the erroneous assessment
of two dissimilar fingerprints instead of one, similarity between fingerprints was
deduced from both clustering analysis and visual inspection. Fingerprints were
assumed to be similar when they had the same bands with the same relative intensity.
Dissimilar Rep fingerprints within each Rep group were called fingerprint 1, finger-
print 2, …, fingerprint x, revealing genotype 1, genotype 2, … genotype x.

2.6 Specific PCR

Specific PCR was applied to isolates representative of each Rep-PCR group. The
primers used, the microorganisms targeted, the negative and positive controls, and the
corresponding references are shown in Table 1.

2.7 Phenotypic characterization

2.7.1 Identification purpose

The ability of lactococci to produce acid from lactose, glucose, or maltose was
assessed in M17-lactose, glucose, or maltose (10 g.L−1) broth incubated at 30 °C
for 24 h in the presence of bromocresol purple (0.04 g.L−1). The ability of lactococci
to grow in the presence of 4% and 6.5% NaCl (gram per kilogram) was tested in M17
broth incubated at 30 °C for 48 h. The ability of lactococci to grow at 10 °C and 40 °C
was tested with M17 plates incubated for 10 days and 48 h, respectively. Arginine-
positive(negative) lactococci were distinguished by their white (yellow) colonies after
growth on M16BCP medium (Thomas 1973) at 30 °C for 24 h.

2.7.2 Technological purpose

The ability of lactococci and leuconostocs to acidify at 25 °C, 30 °C, 37 °C, 42 °C, and
50 °C was tested in 10 mL sterile reconstituted skimmed milk inoculated with 106 to
107 cfu. mL−1. pH was recorded after 48 h, i.e., at the end of acidification. The
experiment was performed in triplicate, and the three recorded pH values were
averaged (the standard deviations ranged from 0.01 U to 0.04 U). Protease-positive
lactococci were distinguished by the transparent halo around their colonies after
growth at 30 °C on milk agar. Citrate-positive (negative) isolates were distinguished
by the blue (white) color of KMK liquid medium (Kempler and McKay 1980) after
their growth at 30 °C for 48 h. Protease and citrate experiments were performed in triplicate.

3 Results

3.1 Isolation of strains

Eighty-four Gram-positive and catalase-negative isolates, including 81 cocci, were
collected from 79 samples representing 40 farms (Table 2). Of the 84 strains isolated,
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38% were obtained from raw cow's, ewe's, and goat's milks, and 62% from
laboratory-fermented ewe's, goat's, mare's, and camel's milks. Among the cocci,
62% were isolated on MRS-vancomycin plates and 38% on M17 plates. From two
to 16 isolates (average of nine) were available per medium for each source. The
enterococci isolates were collected from both MRS and M17 plates, while the
lactococci isolates were collected only from M17 plates and the leuconostocs isolates
only from MRS plates, which is usual (Mathot et al. 1994). Enterococci that were
isolated on MRS-vancomycin plates originated from fermented milks.

3.2 Genotypic characterization

Table 2 summarizes the different genera, (sub)species and genotypes identified among
the isolated cocci, according to raw and fermented milks analyzed.

3.2.1 (Sub)species assignation of isolates

Seventy-three percent of the isolates (61 out of 84) were assigned with confidence to
seven established mesophilic LAB species or subspecies from four genera, i.e., Entero-
coccus species (41 isolates; E. hirae (21), E. durans (13), E. faecalis (7)), Leuconos-
toc subspecies (six isolates, L. mesenteroides subsp. mesenteroides (3), L.
mesenteroides subsp. dextranicum (3)), Lactococcus subspecies (11 isolates, L. lactis
subsp. lactis), and Lactobacillus species (three isolates, L. plantarum). Nineteen
additional isolates were assigned with confidence to Enterococcus sp. or L.
mesenteroides.

Eighty-one isolates formed nine groups (A1, A2, A5, and A7–A12) and three
isolates (9, 17, and 76) were alone (A3, A4, and A6, respectively), according to the
clustering of their Rep-PCR fingerprints at 40% similarity or higher (Fig. 1). Seventy
isolates shared more than 40% similarity with fingerprints for six established LAB
(sub)species, L. mesenteroides, E. hirae, E. durans, E. faecalis, L. lactis subsp. lactis,
and L. plantarum. The ten isolates of group A10 were related to E. faecium and E.
hirae, but their fingerprints were less than 40% homologous with the fingerprints of
either E. faecium or E. hirae. The Enterococcus, L. plantarum, and L. lactis subsp.
lactis assignations were confirmed by genus- and (sub)species-specific PCR on 13
isolates representing groups A1 (isolate nos. 2 and 30), A5 (isolate no. 106),
and A8–A11 (isolates no. 15, 27, 33, 39, 50, 89, 92, 98, 113, and 137). In so
doing, the closely related L. paraplantarum, L. pentosus, and L. lactis subsp.
cremoris (sub)species were definitively excluded. Six L. mesenteroides isolates of
group A7 had subsp. dextranicum or subsp. mesenteroides-type strainlike fingerprints
(Fig. 2; fingerprints 1–3). The other nine had a distinct Rep-fingerprint (Fig. 2;
fingerprint 4), which presented less similarity to the subspecies-type Rep fingerprints
than Rep fingerprints 1–3 of Leuconostoc isolates and could not be related to any
of the subspecies-type Rep fingerprints. L. mesenteroides cremoris-type strain
(Fig. 2) had a unique Rep fingerprint. Rep group A9 contained L. lactis subsp. lactis
genotypes (from 11 isolates and the type strain) but not the L. lactis subsp. cremoris-
type genotype, as the L. lactis subsp. lactis-type strainlike group A obtained from
Multilocus Sequence Analysis and (GTG)5-PCR fingerprinting (Rademaker et al.
2007).
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The five groups A2–A4, A6, and A12 (seven isolates) had fingerprints with
less than 40% similarity with the type fingerprints shown in Fig. 1. Their DNA
responded negatively to the Enterococcus-specific PCR. Their fingerprints did not
cluster (data not shown) with those of cocci, such as L. garviae, Streptococcus
thermophilus, and S. gallolyticus, which are starters for some dairy products. They
were not further identified because they were rarely isolated and because they were
not affiliated to any of the LAB species previously cited as potential starters.

3.2.2 Genotypic diversity within (sub)species

Twenty-one different Rep-PCR fingerprints were distinguished from the 84 isolates
according to their clustering. One fingerprint was observed in each of the seven
groups A2–A4, A6, A8, A10, and A12; two different fingerprints in each of the three
groups A1, A5, and A11 (E. durans, L. plantarum, and E. hirae); and four different
fingerprints in groups A9 (L. lactis subsp. lactis) and A7 (L. mesenteroides, Fig. 2),
with one in subspecies mesenteroides and two in subspecies dextranicum.

3.3 Phenotype of the isolates

Besides common phenotypic traits, the L. lactis and Leuconostoc isolates exhibited
phenotypic diversity in spite of the small number of isolates analyzed (ten and 15
isolates, respectively). Some phenotypes were atypical. All L. lactis isolates grew in
the presence of 4.0% NaCl but not 6.5% NaCl and from 10 °C to 40 °C and were

L. 
mesenteroides 

M DM/D C M/C M 

Similarity (%)
1008060 ERIC REP  (GTG)5

28a

CNRZ 77T

64

65

102

105

109

CNRZ 749T

CNRZ 361T

36

37

38

35

2

6

29

32

26

L. 
mesenteroides 
subsp.dextranicum

L.  
mesenteroides 
subsp.mesenteroides

L. mesenteroides subsp.cremoris

1b

2

3

4

FEc

FG

FG

FCa

FCa

FCa

FE

FE

FE

FE

RCo

RCo

FE

FE

FE

M

Fig. 2 Dendrogram and Rep fingerprints of Leuconostoc. Rep-group0group A7. Clustering was made
with concatenated Rep-fingerprints combining ERIC, REP, and (GTG)5 fingerprints. Solid horizontal lines
separate Leuconostoc subspecies. Dotted horizontal lines separate dissimilar fingerprints within Leuconos-
toc subspecies. aName of isolate or type strain. bGenotypic affiliation by Rep-PCR. cSee Table 2 for the
meaning of RCo, RG, RS, FCa, FE, FG, and FM. Arrows indicate specific bands of Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris (C), Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum (D), and Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides (M) fingerprints
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protease-, maltose-, galactose-, lactose- arginine-, and citrate-positive, which is
typical of the L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis phenotype. Isolate no. 98
(genotype L. lactis 3) needed a supplementation of milk with yeast extract to acidify
to the same extent than the isolates having genotypes 1 and 2 (Fig. 3). The latter
isolates were excellent acidifiers from 25 °C to 37 °C, and still good acidifiers
at 42 °C which is an atypical L. lactis subsp. lactis phenotype (Fig. 3). In the
temperature range of 25 °C to 37 °C, cow's milk was less acidified by leuconostocs
isolates than by lactococci isolates, which is usual (Fig. 3). All Leuconostoc isolates
produced dextran. Absence of dextran production and the lowest pH distinguished the
type strain of L. mesenteroides subsp. cremoris. Contrary to the Leuconostoc isolates
and type strains of subspecies mesenteroides and dextranicum, the type strain of L.
mesenteroides subsp. cremoris showed improving acidification of the milk as the
temperature was increased from 25 °C to 37 °C, and still at 42 °C (Fig. 3). However,
the type strain had an optimal temperature range of 25 to 30 °C for acidification when
incubated in broth as previously described (Cooper and Collins 1978).

KMK liquid medium indicated citrate use for all isolates that coagulated
it, i.e., all E. faecalis and all L. lactis. KMK medium was not coagulated
by leuconostocs and other enterococci and indicated a weak citrate use (green
color) for L. mesenteroides subsp. cremoris type strain and other Enterococcus
isolates.

Fig. 3 Acidification potential of the lactococci and leuconostocs isolates in milk. Sterile reconstituted milks
were incubated for 48 h at five different temperatures after inoculation either with one out of the isolates or with
one type strain. 30* milk incubated at 30 °C and supplemented with yeast extract (0.1%). Isolates and type
strains affiliated to the same (sub)species and having similar pH values were grouped. Individual pH when
isolates or type strains were not grouped (N01, standard deviations ranged between 0.01 U and 0.04 U), or
mean pH and standard deviation of groups (N>1), for Lactococcus lactis subsp. lactiswith genotypes 1 or 2
(N09; nine isolates) (light gray); Lactococcus lactis subsp. lactis with genotype 3 (N01; one isolate)
(black); Lactococcus lactis subsp. lactis type strain (N01; CNRZ 142T) (gray); noninoculated milk (N01)
(white); Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum (N04; three isolates with Leuconostoc genotypes 1
or 2 and CNRZ 77T) (gray); Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides (N04, three isolates with
Leuconostoc genotype 3, and CNRZ 749T) (light gray); Leuconostoc mesenteroides (N09; nine isolates
with Leuconostoc genotype 4) (dark gray); Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris (N01; CNRZ
361T) (gray)
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4 Discussion

In this study, wild strains of leuconostocs (four different strains) and lactococci (four
different strains) were isolated from Algerian raw and fermented milks and reliably
characterized. Two strains of L. lactis subsp. lactis and one strain of L. mesenteroides
subsp. mesenteroides are possible primary starters for the traditional production of
Raib and its by-products. They were isolated from camel's and mare's fermented
milks, respectively. Enterococci were also unintentionally isolated. The isolates were
genotyped, and most strains were reliably identified at the (sub)species level.

The major groups of mesophilic lactic cocci isolated in this study from milks
spontaneously fermented in the laboratory are similar to those previously isolated on
similar media from their traditionally fermented counterparts (Benkerroum and Tamime
2004). E. hirae was the main Enterococcus species, which is unusual for dairy
products (Foulquie Moreno et al. 2006). Isolates assigned to Enterococcus sp. may
belong to species Enterococcus lactis, as these isolates were genotypically related to
E. faecium. This species, recently proposed for enterococci isolated from different
dairy products (Bauer et al. 2009; Morandi et al. 2011a; Sukhodolets et al. 2005), has
been recently validated (Morandi et al. 2011b).

Phenotypic plus genotypic methods distinguished four different strains among 15
Leuconostoc isolates. Four genotypes were obtained, genotype 4 having unique
phenotypic traits. They were all L. mesenteroides, unlike those predominating in
Moroccan Lben, which are Leuconostoc pseudomesenteroides (Ouadghiri et al.
2009). Three genotypes were related to the genotype of the type strains of subspecies
mesenteroides or dextranicum. Isolates having these genotypes exhibited the same
phenotypic traits as their related subspecies-type strain. The fourth genotype (no. 4),
which was shared by nine isolates that produced dextran, clustered with the other L.
mesenteroides genotypes by Rep-PCR fingerprinting and combined bands character-
istic of each Leuconostoc subspecies-type fingerprints. The subspecies mesenteroides
strain isolated from camel's fermented milk could be a useful starter when milk has
high levels of nutrients, i.e., ewe's and camel's milks (Abu-Tarboush 1994; Park et al.
2007), as shown by its enhanced acidification of milk in the presence of yeast extract.
Lower pH in the presence of yeast extract in milk, especially for the isolates of L.
mesenteroides subsp. mesenteroides, was in accordance with the lower requirements
of this subspecies for growth (Garvie 1986). L. mesenteroides subsp. cremoris is the
unique leuconostoc adjunct available in commercial starters. The cremoris-type strain
did not produce dextran from sucrose, and was also distinguished by its ability to
acidify nonsupplemented cow's milk to (a) lower pH at temperatures from 25 °C to
42 °C and (b) improved acidification as the temperature increased. These last two
traits have not yet been described for the subspecies cremoris. Atypical metabolic
features and ribotype profile, but typical SDS-PAGE profile, have previously been
described for the cremoris-type strain (Cooper and Collins 1978; Villani et al. 1997).
Thermotolerance to 50 °C was recently observed for wild strains of dairy lactococci
(Drici et al. 2010) although leuconostocs and lactococci are usually mesophilic
bacteria. It would be interesting to explore the link between growth/acidification,
thermotolerance, and dextran production observed in this study for leuconostocs. The
failure in isolating L. mesenteroides subsp. cremoris strains from raw and fermented

Characterization of wild leuconostocs and lactococci 261

Author's personal copy



milks in this study has already been noticed for raw milk cheeses (Hemme and
Foucaud-Scheunemann 2004). Such strains could prove to be useful starters when
LAB growth in milk is poor or when the fermentation temperature is above the usual
optimal temperature for leuconostocs, 27 °C (Cooper and Collins 1978), as can be the
case during the manufacture of Raib. The strains of leuconostocs isolated in this study
were probably capable of metabolizing citrate, as is the case for all leuconostocs
described so far (Hemme and Foucaud-Scheunemann 2004); they were recorded as
citrate-negative on KMK medium because they grew very poorly on it.

Phenotypic plus genotypic methods distinguished four different strains among 11
lactoccocci isolates. Two of them expressed high acidifying capabilities over a large
temperature range of 25 °C to 42 °C. The latter two strains isolated frommare's fermented
milks could be useful starters because of their specific phenotype which may be due
to the nondairy niche before contaminating milk. They may also exhibit, contrary to
lactococci commonly used as dairy starter, fewer amino acid auxotrophies and
various additional capabilities such as additional flavor-forming activities and greater
stress tolerance (Ayad et al. 1999; Nomura et al. 2006; Smit et al. 2004). These
capabilities may be beneficial to milk fermentation and will be interesting to explore.
All lactococci isolates exhibited a protease activity, L. lactis subsp. lactis-like geno-
types, and usual L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis phenotype. This subspecies
is commonly isolated from Raib by-products (Benkerroum and Tamime 2004).

5 Conclusion

Among the eight wild strains of lactococci and leuconostocs collected in this study,
two protease-positive L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis strains, L. lactis 1 and
2, and the L. mesenteroides subsp. mesenteroides strain had high acidifying potential
in milk. They were isolated from mare's and camel's fermented milks, respectively.
These strains can now be tested in the manufacture of Raib. It would be interesting to
investigate whether thermophilic homofermentative LAB also play a part in the
spontaneous fermentation for Raib. Efficient strain typing is essential for reliable
identification of particular strains and tracking of starter cultures, and this study
shows that Rep-PCR combining three independent fingerprints is a reliable and
discriminating method for leuconostocs, enterococci, and lactococci strains.
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