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Abstract

Camel’s milk represents a significant source for the selection of new lactic acid bacterial
strains of industrial interest. Our work focuses on the characterization of three bacterial strains
isolated from Algerian camel milk and the investigation of their technological properties.
Microbiological techniques were used to identify their fermentative metabolism, with two strains
(1, C3) being heterofermentative bacilli and one strain (LEY 2) being homofermentative cocci.
The 3 strains showed a thermophilic nature, growing at 45°C, their ability to grow in a hypersaline
medium and their capacity to grow in an acid and basic medium. Their technological capabilities
were also evaluated by studying their proteolytic activity, their ability to produce dextran and
acetoin.

The results demonstrated that these lactic acid bacterial strains exhibit interesting

characteristics, making them promising for use in dairy technology.

Keywords:
Dromedary, camel’s milk, lactic acid bacteria, microbiological identification, technological

properties.



Résumé

Le lait de dromadaire représente une source significative pour la sélection de nouvelles
souches lactiques d'intérét industriel.

Notre travail porte sur la caractérisation des 3 souches bactériennes isolées a partir du lait
de dromadaire d’Algérie et la recherche de leurs propriétés technologiques. Les techniques
microbiologiques ont permis d'identifier leur métabolisme fermentaire, 2 souches (1, C3)
hétérofermentaires sous forme de bacille, une souche (Ley 2) homofermentaire sous forme de
cocci. Les souches ont montré un caractere de thermophilie en poussant a une température de 45°C,
la capacité de croitre dans un milieu hypersalé ainsi que dans un milieu acide et alcalin. Leurs
capacités technologiques ont ¢galement été évaluées en étudiant leur caractéristique protéolytique,
leur capacité de produire du dextrane ainsi que la production d’acétoine.

Les résultats ont démontré que ces souches bactériennes lactiques présentent des

caractéristiques intéressantes, les rendant prometteuses pour une utilisation en technologie laitiere.

Mots clés :
Dromadaire, lait de dromadaire, bactéries lactiques, identification microbiologique, propriétés

technologiques.



Liste des abréviations

% : pourcentage.

°C : unités de I’échelle de température (degré Celsius).
BL : Bactérie lactique.

Cm : Centimetre.

CO2 : Le dioxyde de carbone.

EPS : ExoPolySaccharides.

FAO : Food and Agriculture Organization.
Kg : kilogramme.

L : Litre.

M : Metre.

Mg : Milligramme.

mm : Millimétre.

OMS : Organisation Mondiale de la Santé.
UHT : Ultra Haute Température.

VP : Voges Proskauer.
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Introduction

Introduction

Le dromadaire est reconnu pour sa remarquable résistance aux conditions de sécheresse qui
prévalent dans les régions arides et semi-arides. Dans ces environnements difficiles, il présente
des atouts exceptionnels pour la valorisation de ressources alimentaires limitées, ce qui en fait une
espece domestique précieuse. Il entretient une relation d'équilibre écologique avec les nomades,
leur fournissant une source de viande, de laine et de lait (Ellouze, et Kamoun, 1989). Depuis des
temps immémoriaux, le lait de dromadaire est une ressource alimentaire essentielle pour les
populations nomades. Traditionnellement, il est consommé cru ou fermenté, jouant un rdle central
dans leur alimentation.

Ce bioproduit est naturellement riche en vitamines, minéraux, protéines, glucides et
immunoglobulines. Il est largement reconnu pour ses effets bénéfiques sur la santé, ce qui a suscité
un intérét considérable et de nombreuses €tudes se concentrent sur sa caractérisation. Les résultats
de ces études ont contribué¢ a une utilisation croissante du lait de dromadaire a des fins
thérapeutiques (Konuspayeva et al., 2004).

Des études ont démontré que la fermentation du lait de dromadaire est principalement due a
l'action des bactéries lactiques (BL) et des levures qui sont naturellement présentes dans cet
¢cosysteme (Pérez et al., 2003). L'une des applications les plus significatives des BL est leur
utilisation en tant que cultures starters pour la production d'aliments fermentés, en particulier dans
l'industrie laitiere. L'ajout direct de cultures starters sélectionnées aux matieres premieres a
représenté une avancée majeure dans le processus de fabrication des aliments fermentés (de Vos,
2011, Gaspar et al., 2013).

Ce travail vise a caractériser les BL isolées a partir de lait de dromadaire et a explorer leurs
propriétés technologiques potentielles. L'objectif principal est de comprendre la diversité
microbienne présente dans le lait de dromadaire et d'identifier les souches de BL qui pourraient
étre utilisées dans l'industrie laitiére.

La premicre étape de cette étude consiste a identifier et a caractériser les BL cultivables isolées
a partir de lait cru de dromadaire, en utilisant des méthodes phénotypiques classiques. La deuxieme
¢tape quant a elle, consiste étudier et a évaluer le potentiel technologique des isolats sélectionnés.

La structure du manuscrit est organisée en quatre chapitres distincts : une syntheése

bibliographique, une section détaillant les méthodologies utilisées dans cette étude, une partie
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consacrée aux résultats et a leur discussion ainsi qu’une conclusion, et enfin, une annexe

répertoriant les réactifs et les milieux de culture utilisés.
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1. Lait de dromadaire

1.1. Le dromadaire

Le dromadaire (Camelus dromedarius) est une espece animale unique impérativement adaptée
a l'environnement chaud et aride. Les chamelles produisent plus de lait pendant une période
prolongée que autres especes de bétail domestique dans les terres arides et les zones arides
(Hashim et al., 2009).

Dans des conditions désertiques, la production laitiere quotidienne d'une chamelle varie de 3,5
L a 40 L sous gestion intensive. La composition chimique et le gotit du lait de dromadaire sont

grandement influencés par l'alimentation et la disponibilité de I'eau (Hashim e al., 2009).

La Figure 1 montre la répartition de la population de chameaux dans le monde.

= Asia
= North Africa
15% West Afvica
East Afiica

Figure 1: Répartition de la population de chameaux dans le monde (FAOSTAT, 2018; Ali ez al., 2019)

1.2. Lait de dromadaire

Le lait est une boisson largement utilisée et un ¢lément indispensable de l'alimentation des
grands population mondiale (Singh et al., 2017).

Le lait est devenu une importante source de I'énergie alimentaire, les graisses et les protéines,
ce qui le rend sain, en particulier pour les enfants et les personnes plus agées. La production
annuelle de lait de dromadaire dans le monde est estimée a 2 852 213 tonnes. Le premier
producteur de lait de dromadaire est la Somalie avec 953 673 tonnes suivie du Soudan

(FAOSTAT, 2018).
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Le lait de dromadaire présente une couleur blanche opaque en raison de sa structure et de sa
faible teneur en maticre grasse. Il possede une légere douceur, accompagnée d'une touche d'acidité,
parfois méme une note salée et/ou amere. (Siboukeur, 2008). Il est mieux toléré que le lait des
autres ruminants, augmentant potentiellement son attrait pour les consommateurs. Il contient
¢galement des vitamines, des minéraux et des immunoglobulines essentiels, conférant au lait des

propriétés antioxydantes, antibactériennes et antivirales (Mahmoud et al., 2022).

1.3.  Caractéristiques physico-chimiques et nutritionnelle du lait de dromadaire

Le lait camelin est d’une couleur blanche opaque, Il est plus épais que le lait de vache et prend
une consistance mousseuse lorsqu’il est légerement secoué. Il est également connu pour son gofit
désagréable, qui peut varier en fonction du type de fourrage consommé et de la disponibilité en
eau (Siboukeur, 2008).

A 20 °C, le lait de dromadaire montre une densité moyenne de 1,029 g cm™ (Laleye et al.,
2008) et sa viscosité est de 1,72-2,04 MPa sec (Khaskheli ef al., 2005).

Le pH du lait de dromadaire frais (6,4 - 6,7) est lIégerement inférieur a celui du lait de vache et
est similaire a celui du lait de brebis (Singh et al., 2017).

Le lait de dromadaire montre un point de congélation compris entre -0.57 °C et -0.6 °C. La
valeur calorifique du lait camelin est inférieure (665 kcal/L) a celle du lait de vache (701 kcal/L),
en raison de sa faible teneur en lactose. L'acidité titrable du lait frais de dromadaire, qui se situe
entre les équivalents de 0,13 % a 0,16 % d'acide lactique, est légerement inférieure a la valeur
moyenne de 0,17 % pour le lait de vache. Le lait de dromadaire contient des quantités plus élevées
de certaines vitamines et minéraux, notamment en vitamine C (24-52 mg/kg), mais contient aussi

les Vitamines A, Vitamine D (Kamal M, Karoui R, 2017).

2. La flore microbienne

Les micro-organismes présents dans le lait peuvent étre divisés en deux groupes principaux :

La flore indigéne ou originelle et la flore contaminant (Vignola, 2002).
2.1. La flore indigéne

La flore originelle du lait et de ses dérivés est définie comme l'ensemble des micro-

organismes présents dans le lait a la sortie du pis. Ces microorganismes, sont en relation étroite
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avec ’alimentation, la race d’animale et d’autres facteurs. Les genres dominants de la flore

originelle sont principalement des microorganismes mésophiles (Vignola, 2002).

Tableau 1: Flore indigéne du lait cru (VIGNOLA, 2002)

Microorganismes Pourcentage(%)
Micrococcus sp. 30-90
Lactobacillus 10-30
Streptococcus ou Lactococcus <10
GRAM négatif <10

2.2. Laflore de contamination

La flore de contamination est I’ensemble des microorganismes ajouté au lait. Elle peut se
composer d’une flore d’altération (La flore d’altération causera des défauts sensoriels de gott,
d’ardme), et d’une flore pathogeéne (comme Staphylococcus aureus et les salmonelles)

(VIGNOLA, 2002).
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3. Les bactéries lactiques (BL)

3.1. Définition

Les bactéries lactiques (BL) sont un groupe diversifi¢ de bactéries, mais avec des propriétés
similaires produisant toutes de l'acide lactique en tant que produit final du processus de
fermentation (Ferreira 2012).

Les BL sont des bactéries Gram positif, non sporulées, catalase négative, dépourvues de
cytochromes, d'habitude non aérobies mais aéro-tolérantes, exigeantes, acido-tolérantes et
strictement fermentative a 1'acide lactique considéré comme le principal produit final pendant la
fermentation du sucre.

Les BL sont généralement associées a habitats riches en nutriments, tels que divers aliments
produits (lait, viande, 1égumes), mais certains sont aussi membres de la flore buccale, intestinale

et vaginale des mammiferes (Whittenbury 1964).

3.2. Classification

Les BL sont un groupe diversifié¢ de bactéries qui se caractérisent par leur capacité a fermenter
le lactose pour produire de I'acide lactique (Hutkins, 2018 ). Les BL sont classées en plusieurs
genres et especes en fonction de leurs caractéristiques biochimiques et physiologiques, ainsi que
de leur utilisation industrielle (Hutkins, 2018).

Taxonomiquement, les especes se trouvent dans le phylum des Firmicutes, la classe des Bacilli
et I'ordre des Lactobacillales, et comprennent les genres Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus, Tetragenococcus, Aerococcus,
Carnobacterium, Vagococcus et Weissella(De Angelisetal., 2007, Reddy etal., 2008), qui sont tous
des organismes a faible teneur en guanine-cytosine (GC) (<50%). Cependant, certains auteurs
considerent également les genres Atopobiumet Bifidobacterium, du phylum Actinobacteria,
comme appartenant au groupe de BLpartageant certaines caractéristiques similaires (Ferreira
2012, Wedajo 2015). Les genres les plus couramment utilisés en industrie alimentaire sont
Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, et Bifidobacterium

(Hutkins, 2018).
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Figure 2: Dendrogramme phylogénétique de I’ordre des " Lactobacillales " au sein de la classe " Bacilli "
(De Vos et al., 2009).

3.2.1. Principaux genres de bactéries lactiques

Le lait et les produits laitiers sont associés a six genres de bactéries lactiques, a savoir
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus et Enterococcus (Bulut,

2003).
3.2.1.1. Lactobacillus

Lactobacillus est 1'un des genres les plus importants des BL, appartenant a la famille des
Lactobacillaceae, qui comprend également les genres Paralactobacillus et Pediococcus. Ce genre
regroupe 96 especes et 16 sous-especes, qui sont adaptées a des environnements spécifiques et ne
se trouvent généralement pas en dehors de leurs habitats naturels (De Vos et al., 2009). Les

lactobacilles sont généralement des bactéries immobiles, a Gram positif et a test de catalase négatif,
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bien que certaines especes puissent présenter une pseudo-catalase. Au microscope, les cellules de
lactobacilles apparaissent généralement isolées, bien qu'elles puissent parfois étre observées sous

forme de chainettes associée (Coeuret et al., 2003 ; Dicks et Endo, 2009).

3.2.1.2. Lactococcus

Les cellules de Lactococcus se présentent sous forme de sphéres ou d'ovoides, qu'elles soient
isolées, en paires ou en chaines. Elles sont non hémolytiques et peuvent étre aéro-anaérobies
facultatives ou microaérophiles. Toutes les especes de Lactococcus sont mésophiles, ce qui signifie
que leur température optimale de croissance se situe entre 10 et 40°C, Les lactococcus sont des
bactéries homofermentaires capables de produire de 'acide lactique L (+) a partir du glucose (De

Vos et al., 2009).
3.2.1.3. Leuconostoc

Le genre Leuconostoc rassemble toutes les espéces de BL non sporulées, qui se caractérisent
généralement par leur forme ellipsoidale ou légerement sphérique. Les cellules de Leuconostoc
peuvent étre observées soit isolées, soit associées en paires, mais elles ont également la capacité

de former de courtes chainettes (Dicks et Endo, 2009).

Certaines especes de Leuconostoc ne possédent pas la capacité d'hydrolyser I'arginine. De plus,
en présence d'un milieu riche en saccharose, certaines especes peuvent produire des dextranes. Les

leuconostoc sont des bactéries hétérofermentaires (De Vos et al., 2009).
3.2.1.4.  Pediococcus

Ce genre fait partie de la famille des Lactobacillaceae et partage son habitat ainsi que plusieurs
propriétés physiologiques avec les genres suivants : Lactobacillus, Leuconostoc et Weissella. Les
cellules de Pediococcus se présentent sous forme de sphéres, parfois ovoides. Toutes les especes
de Pediococcus ne sont pas capables d'hydrolyser I'arginine. Elles ne sont pas halophiles mais sont
acidophiles. De plus, toutes les especes de Pediococcus sont des bactéries homofermentaires (De

Vos et al., 2009).



Synthése bibliographique

3.2.1.5. Streptococcus

Cette espece regroupe des cellules ovoides ou sphériques, disposées en paires ou en longues
chaines, et elles peuvent fonctionner comme des bactéries aéro-anaérobies facultatives (De Vos et

al., 2009).
3.2.1.6. Enterococcus

Il fait partie de la famille des Enterococcaceae, ou leurs colonies sont toujours de forme
circulaire. Les cellules des entérocoques ont une forme ovoide et peuvent étre isolées, en paires
ou en courtes chaines. Certaines espéces sont mobiles grace a la présence de flagelles
rudimentaires. Toutes les especes sont des homofermentaires et elles sont toutes dépourvues de la

catalase (De Vos et al., 2009).

3.3. Intérét des bactéries lactiques

Les LB ont ét¢ parmi les premicres bactéries étudiées en raison de leur role dans les
fermentations alimentaires ainsi que leur impact sur la santé¢ humaine. Des 1873, Lister a isol¢ la
premiere culture bactérienne pure Bacterium lactis, témoignant de l'attention précoce que leur ont
portée les scientifiques (Stiles et Holzapfel, 1997).

Ce sont des micro-organismes utiles dans diverses industries, notamment dans la production
de produits laitiers fermentés, de Iégumes lactofermentés, de viande et de poisson fermentés, ainsi
que dans la production de boissons fermentées telles que la biére et le vin (Hutkins, 2018). Leur
utilité est due a leur capacité a fermenter les sucres, produisant ainsi de 1'acide lactique, ce qui peut
améliorer la conservation des aliments, le goit et la texture (Faye et Tamburello, 2008).

En plus de leur utilisation dans l'industrie alimentaire, les BL ont également des effets
bénéfiques sur la santé¢ humaine. Certaines souches peuvent améliorer la digestion en produisant
des enzymes qui dégradent les glucides et les protéines, tandis que d'autres peuvent renforcer le
systtme immunitaire en produisant des substances antibactériennes et anti-inflammatoires
(Salminen et al., 1998). De plus, elles ont ¢galement été étudiées pour leur potentiel dans la
prévention et le traitement de diverses maladies, notamment les troubles gastro-intestinaux, le
cancer et les infections. Par exemple, elles peuvent réduire la fréquence et la gravité des infections
urinaires chez les femmes et ont également montré des effets bénéfiques dans le traitement de la

maladie de Crohn (Pessione, 2012).
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En conclusion, les BL présentent un intérét important pour leur utilisation dans 1'industrie
alimentaire, ainsi que pour leurs effets bénéfiques sur la santé humaine (Hutkins, 2018). Les
futures recherches sur les BL peuvent aider & mieux comprendre leur potentiel en tant que

probiotiques et leur réle dans la prévention et le traitement de diverses maladies (Pessione, 2012).

Bactéries Lactiques

e Enzymes

Probiotique en e Vitamines
tant que e Agent
médicament antimicrobien
e EPS

e Composés
aromatiques

Industrie pharmaceutique Industrie agro-alimentaire
v v v
. Bioconservateurs Produits
Effets sur la santé incluant la fermentés
protection contre les agents v
pathogénes v
cultures non Cultures
starters starters

Figure 3: Utilisation industrielle des bactéries lactiques (Florou-Paneri et al., 2013)
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3.4. Propriétés des bactéries lactiques

Les propriétés fonctionnelles et technologiques des BL déterminent leur utilisation dans une

application industrielle donnée :
3.4.1. Activité acidifiante

Chez les bactéries lactiques, 1'activité acidifiante est une fonction métabolique cruciale qui
implique la conversion du lactose ou d'autres sucres assimilables en acides organiques, induisant
ainsi l'acidification du produit. Cette activité est un facteur déterminant pour la coagulation du lait
et empéche également la prolifération de micro-organismes indésirables (Montel et al., 2005;
Corrieu et Luquet, 2008). Dans la plupart des produits laitiers, les bactéries utilisées ont un
métabolisme homofermentaire car elles générent principalement de 1'acide lactique a partir des
sucres, produisant ainsi quatre moles d'acide lactique a partir d'une mole de lactose consommé

(Corrieu et Luquet, 2008).
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3.4.2. Activité gazogéne

Les ferments renfermant des BL hétérofermentaires, principalement du genre Leuconostoc, ou
capables de métaboliser le citrate, comme les souches de Lactococcus lactis subsp. lactis var.
diacetylactis, engendrant des quantités notables de CO,. Cette production favorise la création
d'ouvertures dans certains types de fromages, mais peut également entrainer des défauts dans

d'autres variétés (Corrieu et Luquet, 2008).
3.4.3. Activité aromatisante

Les BL ont la capacité de synthétiser de nombreux composés aromatiques, principalement en
utilisant le lactose, le citrate, les acides aminés et les matiéres grasses (Corrieuet Luquet, 2008).
Les bactéries Lactococcus lactis subsp. lactis et Lactococcus lactis subsp. cremoris produisent de
l'acide lactique et acétique, conférant ainsi aux laits fermentés une saveur caractéristique. Les
fromages affinés doivent leur ardme a différents métabolites tels que 1'acétaldéhyde, le diacétyle,
l'acétoine et le 2-3-butyléne-glycol qui sont produits par la décomposition du citrate par

Lactococcus lactis subsp. lactis var. diacetylactis et Leuconostoc spp. (Salminen et al., 2004).
3.4.4. Propriétés enzymatiques

La teneur en azote du lait constitue 'un des principaux facteurs limitant la croissance des BL
auxotrophes qui ont besoin d'un nombre variable d'acides aminés. Cependant, certaines especes
possedent un systeme protéolytique qui leur permet d'utiliser les acides aminés issus de la
dégradation des protéines et des peptides. Cette activité participe au développement de la texture
et de la saveur dans les produits laitiers. L’activité lipolytique présente, de plus, un intérét pour les

applications fromageres (Corrieu et Luquet, 2008 ; Mozzi et al., 2010).

3.4.5. Propriétés texturantes

Plusieurs souches de BL ont la capacité de produire des exopolysaccharides (EPS), qui sont des
polysaccharides situés a I'extérieur de la paroi cellulaire. Ces EPS peuvent étre attachés a la paroi
cellulaire sous forme de capsule ou excrétés dans I'environnement extracellulaire sous forme de
gomme (Devoyod et Poullain, 1988 ; Salminen ez al, 2004). Cette capacité est principalement
utilisée pour améliorer les propriétés organoleptiques des produits laitiers frais fermentés. Ainsi

La production d'EPS par les BL lors de leur développement dans le lait permet d'éviter
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I'augmentation du taux protéique du produit ou d'avoir recours a I'ajout d'additifs tels que des

texturants et des épaississants lors de la production de yaourt (Corrieu et Luquet, 2008).
3.4.6. Propriétés probiotiques des bactéries lactiques

Le terme "probiotique" provient de la combinaison des mots grecs "pros" et "bio", qui signifient
littéralement "pour la vie". Ce terme a été créé en 1965 par Lilly et Stillwell. Aujourd'hui, la FAO
et 'OMS définissent les probiotiques comme étant des microorganismes vivants administrés en
quantités adéquates et ayant des effets bénéfiques pour la santé de 1'hdte. En revanche, le terme
"antibiotique" signifie "contre la vie (Robinson, 2002 ; Karna et al., 2007). Généralement, les
probiotiques agissent apres avoir ét€ en contact avec la cible en inhibant les bactéries indésirables,
en neutralisant les produits toxiques, en améliorant la digestibilit¢ alimentaire, en particulier du
lactose, en diminuant le taux de cholestérol sérique ou en stimulant I'immunité humaine (Syukur
et al., 2013). Conformément a la définition établie par la FAO, les microorganismes probiotiques
doivent survivre dans le tractus digestif et apporter des bénéfices a I'hote. Etant donné que ces
bactéries sont administrées par voie orale, elles doivent surmonter les obstacles du transit digestif,
tels que le pH acide, les sels biliaires, les enzymes pancréatiques, etc. En outre, il est important de
souligner que le terme « probiotique » ne s'applique qu'aux microorganismes vivants non
pathogenes ayant des effets bénéfiques sur la santé (Millette ef al., 2008, Jankovic et al., 2010).

Jusqu'a présent, les souches de bactéries lactiques ayant un rdle probiotique les plus
couramment mentionnées dans la littérature sont celles appartenant aux genres Bifidobacterium et
Lactobacillus, mais il convient également de mentionner les souches des genres Enterococcus,
Streptococcus et Saccharomyces (Rokka et Rantamiki, 2010, Gbassi et al., 2011). Les BL
peuvent étre consommées sous forme de compléments alimentaires ou sous forme d'aliments
fermentés tels que le yaourt, le kéfir, et la choucroute, qui sont riches en probiotiques lactiques

(Tamang et al., 2016) .
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Tableau 2: Principales especes utilisées comme probiotiques (Robinson, 2002)

Lactobacilli Bifidobacteria Enterococci Autres
Lb. Acidophilus B. bifidum E. faecium Pediococcusacidilactis
Lb. casei B. adolescentis E. faecalis Escherichia coli
Lb. rhamnosus B. breve Saccharomyces
Boulardii
Lb. gasseri B. infantis
Lb. salivarius B. longum
Lb. reuteri B. lactis

Lb. Fermentum

Lb. plantarum
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1. Cadre de l'étude

L'étude a ét¢ menée au niveau du laboratoire de microbiologie au sein du Département de
Biologie, Faculté des Sciences et de la Technologie, Universit¢ d'Ain Témouchent Belhad;
Bouchaib — UATBB (2022 — 2023), ainsi qu’au niveau de la plateforme génomique de I’ESSBO -

Ecole Supérieure en Sciences Biologiques d’Oran.

2. Echantillonnage

Au total, 3 souches lactiques préalablement isolées a partir du lait cru de chamelle ont été
étudiées lors de ce projet. A savoir les souches 1, C3, LEY 2. Ces derniéres ont été par la suite
acheminés au laboratoire pour étre testées en respectant les conditions de transport et de

conservation adéquates.

3. Matériels
a. Appareillage

Etuve , Autoclave, , Microscope optique, Vortex, Agitateur magnétique de paillasse chauffant ,

Balance de précision, Bain marie.
b. Produits chimiques

e Milieux de culture : gélose MRS, bouillon MRS, milieuM16 BCP, milieu PCA , milieu
MSE, milieu Clark et Lubs

e Colorants et les réactifs : colorants de la réaction de Gram: (fuchsine, violet de gentiane,
lugol), VP1,VP2

e Autres : HO2 , I’huile a immersion, éthanol.
¢. Matériel biologique

Les souches lactiques : 1, C3, Ley 2.
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4. Méthode

4.1. Pré-identification des souches lactiques : caractérisation morphologique
4.1.1. Observation macroscopique

La morphologie des différents isolats a ét¢ déterminée par observation macroscopique

(taille, I'aspect , forme et couleur) (Joffin et Leyral, 2006).
4.1.2. Observation microscopique

Coloration de Gram : D'aprés la composition de leur paroi, les bactéries peuvent étre
classées en deux groupes : les bactéries Gram positif, qui incluent les bactéries lactiques, et les
bactéries Gram négatif.

La méthode de coloration de Gram décrite par Joffin et Leyral (2006) a été utilisée pour
différencier ces deux groupes. Elle implique la fixation de 1'échantillon sur une lame de verre,
l'application d'un colorant violet de gentiane suivi d'un lavage, 1'application d'un agent de fixation
le lugol et d'un solvant décolorant (1’alcool), puis I'application d'un de la fuchsine comme contre
colorant. Les bactéries Gram positif sont colorées en violet foncé, tandis que les bactéries Gram

négatif sont colorées en rose.

4.2. Caractérisation biochimique et physiologique
4.2.1. Recherche de la catalase
La catalase est une enzyme qui accélére la décomposition du peroxyde d'hydrogene en eau

et en oxygene par le biais de la réaction suivante :

2H202 » 02+ 2H20

Pour ce faire, une colonie isolée, est prélevée a partir du milieu de culture MRS gélosé et
est émulsionnée avec une goutte d'eau oxygénée sur une lame en verre propre. Si des bulles d'air
se forment, cela indique une réponse positive. Les bactéries qui ne produisent pas de catalase sont

celles qui sont retenues (Boubekri et Ohta, 1996).

4.2.2. Production de CO: a partir du glucose

Le caractére homofermentaire ou hétérofermentaire peut étre détecté dans le bouillon MRS

sans citrate (Dworkin ef al., 2006).0On distribue le milieu dans des tubes a essai contenant chacun
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une cloche de Durham inversée remplie entierement de bouillon. Une fois autoclavés, les tubes
sont inoculés avec une culture bactérienne jeune et incubés pendant 24 a 48 h a 30°C. Les souches
hétérofermentaires se développent et produisent du CO> qui s'accumule dans la cloche, tandis que

les souches homofermentaires se développent sans produire de CO, (Milliere ef al., 1989).

4.2.3. Hydrolyse de I’arginine

La méthode utilisée pour étudier 1'hydrolyse de l'arginine implique la mise en évidence de
l'enzyme arginine dihydrolase et du substrat arginine dans des conditions expérimentales
contrdlées. Nous inoculons des tubes contenant le milieu M16 BCP et nous les incubons a 30°C
pendant 2 jours. (Bulut 2003 ; Meyer et al., 2004).

La croissance des bactéries lactiques (BL) sur ce milieu révele la fermentation du lactose,
entrainant la production d'acide lactique. Cette production d'acide lactique provoque un
changement de couleur de l'indicateur de pH au jaune. Cependant, les BL qui possédent une
activité¢ de dihydrolase de I'arginine (ADH) vont métaboliser 1'arginine et libérer du NHy, qui a
pour effet de neutraliser I'acide lactique produit. Cette neutralisation empéche le changement de

couleur de l'indicateur de pH, maintenant ainsi la couleur initiale du milieu (Thomas,1973).
4.2.4. Test de croissance a 45 °C

Toutes les souches ont été cultivées dans les tubes de bouillon MRS et incubées a une
température de 45 °C pendant 48h. Le test de croissance a 45 °C est un protocole utilis¢ pour
évaluer la capacité des bactéries lactiques a survivre et a se développer a des températures élevées

(thermo-tolérance) (Badis ez al., 2005).

4.2.5. Croissance en milieu MRS liquide additionné de NaCl a 4 % et a 6,5 %

La tolérance des bactéries au sel a été évaluée en utilisant du bouillon MRS supplémenté
de 40 g/L et 65 g/L de NaCl. Aprés inoculation et incubation a 30 °C pendant 2 jours, le
développement des souches a été évalué en le comparant avec un tube non ensemencé incubé a la

méme température (Guessas et Kihal, 2004).
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4.2.6. Croissance en milieu MRS liquide a pH 4 et pH 9,6 :

La capacité¢ de croissance des micro-organismes a différents pH peut également étre
influencée par leur capacité a réguler le pH intracellulaire (Foster JW. 1999). Le bouillon MRS a
été ajusté a différents pH en utilisant une solution de NaOH ou d'HCI, puis stérilisé avant d'étre

inoculé avec toutes les souches bactériennes étudiées.

4.3. Caractérisation technologique
4.3.1. Activité protéolytique : méthode qualitative

Pour détecter l'activité protéolytique, le milieu PCA a été ensemencé avec 2 % de lait
écrémé stérile UHT. Apres avoir déposé chaque culture jeune a la surface du milieu en utilisant la
méthode du multipoint, l'incubation a été effectuée pendant 48 heures a 30 °C. L'activité
protéolytique est mise en €vidence par la présence d'un halo transparent autour de chaque point

d'inoculation (Moulay et al., 2006, Bettache et al., 2012).
4.3.2. Production d'exopolysaccharides (EPS)

La production d'exopolysaccharides (EPS) a partir du saccharose peut étre mise en
¢vidence sur un milieu solide appelé¢ MSE (Mayeux ef al., 1962). Les boites ont été ensemencées
et incubées a une température de 30°C pendant une période allant de 24 a 48 heures. Les souches
qui produisent du dextrane se distinguent par la formation de colonies larges, présentant une

texture visqueuse et gluante (Mayeux et al., 1962, Zarour et al., 2017, Benhouna et al., 2019).

4.3.3. Production d’acétoine

La production d'acétoine (acétyl-méthyl-carbinol) a été testée en utilisant le milieu Clark
et Lubs. Les souches sont cultivées dans ce milieu et aprés une incubation de 24 a 48 heures, la
réaction de Voges-Proskauer (VP) est réalisée (Samelis ez al., 1994).

Dans des tubes a hémolyse, on transfére 2 mL de cette culture, auxquels on ajoute 0,5 mL
d'une solution de soude (NaOH) a 16 % préparée dans de 1'eau distillée (VP1), ainsi que 0,5 mL
de réactif a-naphtol a 6 % préparé dans de l'alcool absolu (VP2). Les tubes sont agités
soigneusement, puis laissés au repos pendant 5 a 15 minutes a température ambiante. La

production d'acétoine est indiquée par la formation d'un anneau de couleur rose a la surface du
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milieu. Un résultat positif au test de Voges-Proskauer (VP) indique que la souche posséde la voie

métabolique spécifique du butyléne glycol pour la fermentation des hexoses (Boumehira, 2010).
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1. Caractérisation morphologique

1.1.  Observation macroscopique

Les souches 1, C3, LEY 2 ont été revivifiées et cultivées dans le milieu MRS liquide et MRS
solide.

L'examen macroscopique des colonies a révélé une variété d'aspects (de couleur blanchatre,
sous formes arrondies, bombées, lenticulaires) (Fig. 4A).

En milieu liquide, Dans la partie profonde du tube, les cultures présentent une apparence

trouble et la partie supérieure reste claire, sans présenter de turbidité (Fig. 4B).

Figure 4: Aspect de la culture bactérienne (A) : en milieu MRS solide. (B) : en milieu MRS liquide.

1.2.  Observation microscopique

L’observation microscopique des frottis préparés a partir de colonies, a révélé 2 types de
cellules : des cocci, petites cellules arrondies et bacilles, batonnets courts a Gram positif. Les
bacilles peuvent étre disposés en amas ou en courtes chainettes. Les coques peuvent étre isolées
ou disposées en paires.

Les souches 1 et C3 sont sous forme de batonnets (Fig. SB), La souche LEY 2 est sous forme
de cocci (Fig. SA).

Les BL sont un groupe diversifié¢ de bactéries a Gram positif. Les genres de bactéries lactiques
les plus couramment identifiés comprennent Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus. Par
conséquent, des méthodes spécifiques et fiables sont nécessaires pour leur identification

(Salminen, et al., 2004).
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Figure 5: Observation microscopique des bactéries au G x100 (A) :Petites cellules arrondies en

diplocoges, (B) : Les bacilles en amas ou en courtes chainettes.

2. Caractérisation biochimique et physiologique

2.1. Recherche de la catalase

Le test de la catalase a montré que les 3 souches n’avaient pas de catalase comme montré dans
la (fig. 6A), ce qui nous oriente vers la famille des BL, étant des bactéries Gram positive et catalase

négative (Whittenbury 1964). La (fig. 6B) représente le témoin positif.

Figure 6: Résultat de la recherche de la catalase (A) : test négatif (B) : témoin positif

2.2. Production de COz2 a partir de glucose

Le caractere fermentaire a été évalué sur bouillon MRS afin de s'assurer que le CO» produit
lors de la fermentation du glucose provient de la voie hétérofermentaire.
Les résultats du test montrent que les souche 1 et C3 ont produit le CO; a partir du glucose et

sont donc considérées comme des bactéries hétérofermentaires (Fig. 7A). La souche LEY 2 qui
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n’a pas produit de CO» est quant a elle considérée comme homofermentaire comme montré dans
la figure 7B.

Certaines especes de BL sous forme de bacilles sont connues comme étant des lactobacilles
hétérofermentaires parmi elles on peut citer : Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus brevi montrant une forte production de CO», tandis que d'autres genres comme

Leuconostoc ont présenté une production plus faible (Salminen et al., 2004).

Figure 7: Résultat du caractére fermentaire, (A) : production du CO,, souche hétérofermentaire (B) : pas

de production du CO,, souche homofermentaire

2.3.  Résultat de I’hydrolyse de I’arginine

Le test d'hydrolyse de l'arginine permet d'évaluer la capacité des BL a hydrolyser ce substrat
spécifique qu’est I’arginine.

Les résultats que nous avons obtenus, ont montré un changement de couleur dans une partie
de la boite de culture de la souche 1, montrant un virage vers le jaune. Celle-ci sera considérée
comme ADH négative (Fig. 8C). A I'inverse, comme montré¢ dans la (fig. 8B), les souches C3 et
LEY 2 ou le milieu est resté coloré en violet sont considérés comme ADH positive. La figure 8 A

représente le témoin négatif.
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Figure 8: Résultat de I’hydrolyse de l'arginine (A) : témoin négatif, (B) : souche ADH+, (C) : souche
ADH-.

2.4. Test de croissance a 45 °C

Le test de croissance a 45 °C a été réalisé pour évaluer la capacité des BL a survivre et a se
développer a des températures élevées.

Dans notre étude, les milieux de cultures inoculés, apres incubation, apparaissent troubles dans
la partie profonde du tube (Fig. 9B). Donc les souches ont montré une leur tolérance a une
température de 45 °C .

Le test de thermo-résistance permet d'évaluer la capacité des BL a survivre et a se développer
a des températures élevées. Des études antérieures ont montré des souches de Lactobacillus et
streptococcus ayant une bonne thermo-résistance, tandis que d'autres genres tel que Leuconostoc
ont présenté des niveaux de thermo-résistance variables. Ces résultats soulignent 1'importance de
comprendre la thermo-résistance spécifique de chaque souche de BL pour des applications

industrielles et alimentaires appropriées (Settanni ef al.,2008).
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Figure 9: Résultat du test de croissance a 45 °C (A) : témoin négatif, (B) : résultat de bactérie
thermotolérante.

2.5. Croissance a concentrations 4 % et 6,5 % de NaCl et Croissance a pH 4, pH 9,6

Toutes les souches testées ont montré la capacité a résister a une hypersalinité du milieu a des
concentration de NaCl de 4 % et 6,5 % (Fig. 10A). Ainsi que la capacité de croitre en milieu acide
pH 4 et milieu alcalin pH 9,6 (Fig. 10B). Ceci est démontré par I’apparition d’un trouble dans le
milieu de culture aprés incubation.

Des études antérieures ont également rapporté, que certaines souches de BL sont mieux
adaptées a des concentrations de sel et pH plus élevées, tandis que d'autres sont plus sensibles
(Ogunbanwo et al., 2003).

En effet, des souches de BL ont été testées pour leur tolérance aux concentrations €levées de
sel, ainsi que leur capacité a croitre dans des milieux présentant un pH acide et un pH alcalin. Les
souches comprenaient des lactobacilles et des cocci lactiques. Par exemple, I'é¢tude de Johnson et
al. (2010) a rapporté la présence de souches de Lactobacillus capables de croitre dans des milieux
contenant jusqu'a 8 % de NaCl. Et I'¢tude de Salovuori et al. (2012) a rapporté la présence de
lactobacilles tolérantes a 1'acidité, capables de croitre a des pH aussi bas que 3. L'étude de Zhou
et al. (2014) a identifi¢ des souches de cocci lactiques capables de croitre a des pH alcalins.

En conclusion, les résultats obtenus dans cette étude mettent en évidence la diversité des
lactobacilles et cocci lactiques capables de tolérer des concentrations élevées de sel, ainsi que des
variations de pH acide et alcalin. Ces caractéristiques de tolérance sont importantes pour leur

utilisation dans diverses applications industrielles et alimentaires. Des études futures pourraient se
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concentrer sur la compréhension des mécanismes moléculaires de tolérance et I'optimisation de

l'utilisation de ces souches dans des applications spécifiques (Zhou et al. 2014).

Figure 10: (A) Croissance a concentrations de 4 % et 6,5 % de NaCl, (B) Croissance a pH 4, pH 9,6.

Le tableau ci-dessous montre un résumé des résultats biochimiques et physiologiques des souches

isolées a partir du lait de dromadaire testées :
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Tableau 3: Identification biochimiques et physiologiques des bactéries lactiques isolées a partir du lait

cru de dromadaire.

Les Forme Catalase CO: ADH 45 °C pH 4 pH 9,6 NaCl4 % NaCl6,5%
souches
1 Batonnets - + - + + + + +
C3 Batonnets - + + + + + + +
Ley2 Cocci - - + + + + + +

(-) : pas de croissance
(+) : Croissance

3. Caractérisation technologique
3.1.  Activité protéolytique

Dans notre étude, 1'activité protéolytique a été¢ évaluée de manicre qualitative en utilisant la

croissance des bactéries lactiques en milieu PCA supplémenté de 2 % de lait écrémé UHT. Les
résultats obtenus ont montré qu’aucune des souches testées n’avaient une activité protéolytique,

se traduisant par I'absence de zone d'hydrolyse autour des colonies comme montré dans la (Fig.

Des ¢études antérieures ont montré que certaines souches présentaient une forte activité

protéolytique, démontrant leur capacité a dégrader les protéines en peptides et en acides aminés.
D'autres souches ont montré une activité protéolytique plus faible ou ont été incapables de dégrader

efficacement les protéines (Parvez et al., 2000).

En conclusion, les résultats obtenus dans cette étude mettent en évidence la variabilité de

l'activité protéolytique des BL. Certaines souches présentent une activité protéolytique élevée,
tandis que d'autres ont une activité plus faible. Cette variation peut avoir des implications
significatives dans le développement et 1'utilisation de ces souches dans l'industrie alimentaire.
Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour approfondir notre compréhension de
l'activité protéolytique des BL et pour exploiter pleinement leur potentiel dans diverses

applications (Ogunbanwo et al., 2003).
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Figure 11: L'activité protéolytique a été observée sur un milieu PCA additionné de 2 % de lait écrémé

stérile pour les trois souches testées.

3.2.  Production d'exopolysaccharides (EPS)

La capacité¢ de production d'EPS par les souches a été évaluée en utilisant le milieu MSE
(contenant 10% de saccharose).Les souches testées étaient incapables de produire des EPS et s’est
traduite par I'absence de colonies gluantes sur le milieu MSE (Fig. 12).

Des études ont rapporté, que des niveaux variables de production d'EPS existent entre les
différentes souches, ou certaines présentant une production plus élevée que d'autres (Looijesteijn,
et al., 2001). D'autres ¢tudes ont également rapporté la production d'EPS par d'autres souches de
BL telles que les souches de Leuconostoc mesenteroides, ainsi que des souches de Lactobacillus
plantarum montrant ainsi que cette capacité est répandue parmi les différentes especes (Wang et
al., 2019).

De plus, les EPS produits par les BL ont également été associés a des effets bénéfiques pour la
santé. Ils peuvent agir comme des prébiotiques, favorisant la croissance des bactéries bénéfiques
dans le microbiote intestinal et contribuant ainsi a 1'équilibre de la flore intestinale (Hernandez-
Hernandez et al., 2012).

En conclusion, les BL ont la capacité de produire des exopolysaccharides (EPS), ce qui peut
avoir un impact significatif sur les propriétés texturales et viscosité des produits alimentaires
fermentés. La production d'EPS offre des avantages tant au niveau de la qualité des produits que

de leur impact sur la santé. Cependant, des études supplémentaires sont nécessaires pour mieux
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comprendre les mécanismes de production d'EPS et pour optimiser leur utilisation dans I'industrie

agroalimentaire (Hernandez-Hernandez et al., 2012).

Figure 12: Absence de production d’EPS sur milieu MSE.
3.2.1. Production d’acétoine

La production d'acétoine est démontrée par 1’apparition d'un anneau rose dans le bouillon
Clarck et Lubs apres ajout des réactifs VP1 et VP2, conformément a la méthode décrite par Clark
et Lubs (Boumehira, 2010).

Les résultats obtenus ont révélé qu’aucun anneau rose distinctif n'a été observé dans le bouillon
(Fig. 13). Ce qui suggére une absence de production d'acétoine par les 3 souches de BL étudiées.

Des ¢études ont rapporté des différences significatives dans la production d'acétoine entre
différentes souches de BL. Par exemple, une étude menée par Montville et al. (1987) a montré
des variations importantes dans la production d'acétoine par différentes souches de Lactobacillus.

L'absence de production d'acétoine peut Etre attribuée a plusieurs facteurs, tels que la souche
spécifique utilisée, les conditions de culture.

La production d'acétoine par les BL présente un intérét majeur dans l'industrie agroalimentaire.
Son role dans l'amélioration de I'ardme, de la saveur, de la qualité et de la conservation des produits
alimentaires fermentés en fait un élément clé de nombreux processus de fabrication (Xiong et al.,
2017). Une meilleure compréhension des mécanismes de production d'acétoine et 1'optimisation
de cette production ouvrent de nouvelles perspectives pour I'industrie alimentaire et la création de

produits innovants et de haute qualité.
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Figure 13: Absence production d’acétoine sur milieu Clark et Lubs.
Le tableau ci-dessous résume les différents résultats obtenus lors de la recherche d’activité

protéolytique :

Tableau 4: Résumé de certaines activités technologiques (activité protéolytique, production d’EPS,

production d'acétoine) par les bactéries lactiques isolées a partir du lait cru de dromadaire

Les souches Activité Production Production
protéolytique d’EPS d'acétoine

1 - - -

C3 - - -

Ley 2 - - R

(-): Production négative
(+): Production positive
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Conclusion

Le lait frais de dromadaire et ses produits représentent une ressource précieuse sur le plan
nutritionnel, en particulier dans les régions arides. Les variations observées dans sa composition
sont liées a plusieurs facteurs, qui influencent la microflore lactique et le microbiote du lait de
dromadaire. La poursuite de recherches dans ce domaine contribuera a une meilleure
compréhension de la valeur nutritionnelle et des propriétés du lait de dromadaire, ainsi qu'a
I'amélioration de sa production et de sa qualité pour répondre aux besoins des consommateurs.

Ce travail a porté sur la caractérisation des BL isolées a partir du lait cru de dromadaire et la
recherche de leurs propriétés technologiques. En utilisant des méthodes microbiologiques
classiques telles que I'analyse de la morphologie, de la physiologie et de la biochimie des différents
isolats.

Nous avons constaté que ces souches bactériennes présentent des caractéristiques
physiologiques qui en font des candidats prometteurs pour leur utilisation en technologie laitiére.
Cependant, afin de valoriser ces travaux, des expériences complémentaires sont nécessaires,
notamment la mise en place de méthodes génotypiques pour assurer une identification fiable de
ces isolats ainsi que d’autres tests technologiques. Ces études approfondies permettront d'évaluer
et d'optimiser les propriétés sensorielles apportés potentiellement par ces bactéries aux produits

laitiers, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives quant a une éventuelle utilisation commerciale.
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Annexe 1: Milieux de culture

e Milieu M16 BCP (Thomas, 1973)

EXtrait de LeVUTC. . ... oe e e 0.75g
ExXtrait de VIande .........oooiiiiii i e 1.5¢
o 0] 1) L 3g
ACIAE ASCOTDIQUE. . ...ttt e e e 0,15¢g
7 107 1 ] 0.6g
LmargINIne .ottt 1.2¢g
Pourpre de Bromocrésol.........oouiiiiii i 0,015¢g
) e . ) P 6g
Eaudistillée ... 01 300mL
pH 6,8

Autoclavage 120 °C pendant 20 min

e Milieu MSE

517 010 41 10g
EXtrait de LOVUTE ... .onei e e 5¢g
SACCRATOSE. . ..ttt e 100g
Citrate de SOAIUIM ...t e e e e lg
L3 1070 5g
GEIALINE ...ttt e et 2,5¢
SOAIUM QZIAC. .. .en et e 0,075g
N 2D 12 N 15¢
Eaudistillée ... ISP e v e et ettt e e 1000mL
pH 6,5

Autoclavage 120 °C pendant 20 min
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e Milieu Clark et Lubs

PoPIOME. e e, S5g
0 1070 T S 5¢g
Hydrogéno-phosphate de potassium............c.ooeviiiiiiiiiiii e, 5g
Eaudistillée ... 0 1) 1000 mL
pH 7,5

Autoclavage 120 °C pendant 20 min
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Annexe 2 : Les réactifs

e VP1
NaAOH .. e 4g
Ho . e 10 ml
e VP2
Alpha-naphtol. .. ... e 0.6 g
B hanol. .. .o 10 ml
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