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Résumé

Cette ¢tude porte sur l'isolement, la caractérisation et 1'évaluation des propriétés
technologiques, fonctionnelles et probiotiques de bactéries lactiques (BL) isolées de produits
fermentés traditionnels algériens. Au total, 46 isolats ont été obtenus a partir de huit types de
produits collectés dans cinq régions (Ain Témouchent, Chlef, Biskra, Oran et Touggourt). La
caractérisation morphologique, biochimique et physiologique a confirmé leur appartenance au
groupe des BL. L'identification par galeries API a permis de répertorier plusieurs especes,
notamment Lacticaseibacillus rhamnosus (LA2), Lactiplantibacillus plantarum (LB4),
Levilactobacillus brevis (VC2), Lactococcus lactis subsp. cremoris (FA3), Leuconostoc spp.
(FAG6 et LCT1) et Enterococcus faecium (LCS8), témoignant de la diversité microbiologique

des fermentations traditionnelles algériennes.

L'évaluation des propriétés technologiques a révélé une activité protéolytique et
acidifiante variable selon les souches, une absence totale d'activité lipolytique, ainsi qu'une
production hétérogéne d'exopolysaccharides et de biofilm. L'activité antioxydante, mesurée
par le test DPPH, a mis en évidence des taux d'inhibition élevés pour les souches FO1 (93,5

%), LB6 (93,4 %) et FA1 (89,4 %).

L'évaluation des propriétés probiotiques in vifro a montré une résistance variable a
l'acidité gastrique (pH 2 et pH 3), aux enzymes digestives (pepsine et trypsine) et aux sels
biliaires (Oxgall 0,1 %, 0,3 % et 0,5 %). Les souches LB6, LC3, LAl et FO1 se sont
distinguées par leurs performances globales, confirmant leur potentiel probiotique. Ces
résultats soulignent la richesse microbiologique des produits fermentés traditionnels algériens

et ouvrent des perspectives pour le développement de probiotiques d'origine locale.

Mots-clés : Bactéries lactiques, produits fermentés traditionnels, Algérie, identification

biochimique, propriétés probiotiques, activité antioxydante, tolérance aux sels biliaires.



Abstrat

This study focuses on the isolation, characterization, and evaluation of the
technological, functional, and probiotic properties of lactic acid bacteria (LAB) isolated from
traditional Algerian fermented products. A total of 46 isolates were obtained from eight types
of products collected in five regions (Ain Témouchent, Chlef, Biskra, Oran, and Touggourt).
Morphological, biochemical, and physiological characterization confirmed their belonging to
the LAB group. API gallery identification revealed several species, including

Lacticaseibacillus ~ rhamnosus ~ (LA2),  Lactiplantibacillus  plantarum  (LB4),
Levilactobacillu brevis (VC2), Lactococcus lactis subsp. cremoris (FA3), Leuconostoc spp.

(FA6 and LCT1), and Enterococcus faecium (LC8), reflecting the microbiological diversity of

traditional Algerian fermentations.

Evaluation of technological properties revealed variable proteolytic and acidifying
activity across strains, a complete absence of lipolytic activity, and heterogeneous
exopolysaccharide and biofilm production. Antioxidant activity, measured by the DPPH

assay, showed high inhibition rates for strains FO1 (93.5%), LB6 (93.4%), and FA1 (89.4%).

In vitro evaluation of probiotic properties demonstrated variable resistance to gastric
acidity (pH 2 and pH 3), digestive enzymes (pepsin and trypsin), and bile salts (Oxgall 0.1%,
0.3%, and 0.5%). Strains LB6, LC3, LA1, and FO1 distinguished themselves through overall
performance, confirming their probiotic potential. These results highlight the microbiological
richness of traditional Algerian fermented products and open perspectives for the

development of locally sourced probiotics.

Keywords : Lactic acid bacteria, traditional fermented products, Algeria, biochemical

identification, probiotic properties, antioxidant activity, bile salt tolerance.
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Les produits laitiers fermentés figurent parmi les aliments fermentés les plus anciens et
les plus largement consommés a travers le monde. Leur élaboration repose sur ’activité
métabolique de microorganismes capables de transformer les constituants du lait, notamment
le lactose, en divers métabolites, principalement 1’acide lactique. Ce processus contribue a
I’amélioration de la qualité microbiologique, & 1’augmentation de la durée de conservation
ainsi qu’a I’optimisation des propriétés organoleptiques et nutritionnelles des produits obtenus
(Castellone ef al., 2021 ; Sharma et al., 2023). Parmi les microorganismes impliqués dans
ces fermentations, les bactéries lactiques occupent une place prépondérante en raison de leur
role essentiel dans les processus fermentaires et de leurs nombreuses propriétés

technologiques et fonctionnelles (Wang et al., 2023).

Les bactéries lactiques constituent un groupe hétérogene de microorganismes a Gram
positif appartenant principalement a 1’ordre des Lactobacillales. Elles sont naturellement
présentes dans divers €cosystémes, notamment les produits laitiers, les végétaux fermentés,
les sols ainsi que le tractus gastro-intestinal de ’Homme et des animaux. Leur capacité a
produire de I’acide lactique, des bactériocines, des exopolysaccharides, des enzymes et divers
meétabolites bioactifs leur confére un intérét considérable dans les secteurs de 1’alimentation,
de la santé et des biotechnologies (Ayivi et al., 2020 ; Sharma et al., 2023). Par ailleurs,
I’évolution récente de leur taxonomie, marquée notamment par la reclassification du genre
Lactobacillus en plusieurs nouveaux genres fondée sur des analyses phylogénomiques
approfondies, illustre I’'importance scientifique croissante accordée a ce groupe bactérien et la

nécessité d’une caractérisation précise des souches d’intérét (Zheng et al., 2020).

Au cours des dernieres décennies, I’intérét porté aux bactéries lactiques s’est
considérablement accru en raison de leur potentiel probiotique. Selon la définition proposée
conjointement par la FAO et ’OMS, les probiotiques sont des microorganismes vivants qui,
lorsqu’ils sont administrés en quantités adéquates, procurent un bénéfice pour la santé de
I’héte. Les effets bénéfiques qui leur sont attribués comprennent notamment le maintien de
I’équilibre du microbiote intestinal, le renforcement de la barricre épithéliale, la modulation
de la réponse immunitaire, I’inhibition des microorganismes pathogénes ainsi que la
production de métabolites favorables a la santé¢ (Wieérs et al,, 2020 ; Hyland et Stanton,

2023).

De plus, des études récentes mettent en évidence 1’implication des probiotiques dans
plusieurs axes de communication microbiote—organe, notamment les axes intestin—cerveau,

intestin—poumon, intestin—cceur et intestin—peau, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives dans
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la prévention et la prise en charge de diverses pathologies chroniques et métaboliques (Cryan

et al., 2019 ; Morais et al., 2021).

L’Algérie dispose d’un patrimoine riche et diversifi¢ en produits laitiers fermentés
traditionnels, élaborés selon des procédés artisanaux reposant généralement sur des
fermentations spontanées. Ces procédés impliquent des communautés microbiennes
complexes et variées qui participent au développement des caractéristiques sensorielles et
nutritionnelles des produits. Contrairement aux produits industriels fabriqués a partir de
cultures de départ sélectionnées, les produits traditionnels représentent d’importants réservoirs
de biodiversit¢é microbienne et constituent une source potentielle de nouvelles souches
probiotiques présentant des caractéristiques fonctionnelles originales (Mechai et al., 2014 ;
Wang ef al., 2023). La valorisation de cette biodiversité locale s’inscrit aujourd’hui dans une
démarche de développement durable visant & promouvoir les ressources microbiologiques

nationales et a développer de nouveaux produits a forte valeur ajoutée.

Dans ce contexte, I’isolement, la caractérisation et 1’évaluation des bactéries lactiques
issues des produits laitiers fermentés traditionnels algériens apparaissent comme une approche
particuliérement prometteuse pour I’identification de nouvelles souches probiotiques. L’étude
de leurs propriétés technologiques, fonctionnelles et de sécurité, notamment leur capacité a
résister aux conditions gastro-intestinales, a adhérer aux surfaces biologiques et a inhiber les
microorganismes pathogenes, constitue une étape indispensable dans le processus de sélection

de souches destinées a des applications alimentaires ou thérapeutiques.

Le présent travail s’inscrit dans cette perspective et a pour objectif principal d’évaluer in
vitro le potentiel probiotique de bactéries lactiques isolées a partir de différents produits
laitiers fermentés traditionnels algériens. Plus spécifiquement, cette étude vise a isoler et
identifier les bactéries lactiques présentes dans ces produits, a caractériser leurs principales
propriétés technologiques et fonctionnelles associées au caractére probiotique, ainsi qu’a
sélectionner les souches les plus performantes en vue de leur valorisation future dans les

domaines de 1’alimentation, de la santé et des biotechnologies.
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CHAPITRE 1 Les produits laitiers fermentés traditionnels

1. Généralités sur le lait
1.1. Définition du lait

Le lait est défini par le Codex Alimentarius comme la sécrétion mammaire normale
d’animaux de traite, obtenue a partir d’une ou plusieurs traites, sans aucune addition ni
soustraction, destinée a étre consommée a I’état liquide ou a subir une transformation
ultérieure (Codex Alimentarius, 2011). Sur le plan biologique, il s’agit d’un fluide
physiologique complexe sécrété par les glandes mammaires des femelles mammiferes, dont la
fonction principale est d’assurer la nutrition, la croissance et la protection immunitaire du
nouveau-n¢ (Haug et al., 2007). En technologie laitiére, le lait est considéré comme une
émulsion de globules gras dispersés dans une phase aqueuse renfermant des protéines sous

forme colloidale, du lactose et divers sels minéraux en solution (Merzouk et al., 2013).
1.2. Composition physicochimique du lait

La composition physicochimique du lait est influencée par plusieurs facteurs,
notamment 1’espéce animale, la race, le stade de lactation, 1’age de 1’animal, 1’alimentation et
les conditions environnementales (Haug et al., 2007). D’une maniere générale, le lait est
constitué majoritairement d’eau (87 a 91 %), tandis que la mati¢re séche représente la fraction

restante.

Les lipides, principalement sous forme de triglycérides organisés en globules gras,
représentent généralement entre 3,5 et 4,5 % du lait de vache. Des teneurs plus élevées,
pouvant atteindre 5,2 %, ont toutefois été rapportées dans le lait de dromadaire produit en
Algérie (Merzouk et al., 2013). Les protéines laitieres (3,2 a 3,5 %) se répartissent
principalement entre les caséines (environ 80 %) et les protéines du lactosérum (environ
20%) (FAO, 2023). Le lactose, principal glucide du lait (4,6 a 4,9 %), constitue la principale
source de carbone utilisée par les bactéries lactiques lors des processus fermentaires. Enfin, la
fraction minérale, représentant environ 0,7 % de la composition totale, contribue a la stabilité

des micelles de caséine ainsi qu’a la valeur nutritionnelle du lait (Haug et al., 2007).
1.3. Caractéristiques microbiologiques du lait

La qualit¢ microbiologique du lait cru dépend étroitement de 1’état sanitaire des
animaux producteurs ainsi que des conditions d’hygiéne appliquées lors de la traite, de la

collecte et du stockage.
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Lorsqu’il est récolté dans des conditions aseptiques, le lait contient une microflore
endogéne provenant principalement du canal du trayon. Cette flore est majoritairement
composée de bactéries Gram positives telles que les microcoques, les streptocoques et les
staphylocoques a coagulase négative (Quigley et al., 2013). Bien que généralement peu
abondante (< 10° UFC/mL), elle comprend également des bactéries lactiques appartenant
notamment aux genres Lactobacillus et Lactococcus, qui jouent un role essentiel dans les
phénomenes de fermentation spontanée observés dans les produits laitiers traditionnels

(Wouters et al., 2021).

Au cours de la traite et du stockage, le lait peut étre exposé a diverses sources de
contamination exogéne provenant de l’environnement, du matériel de traite ou de l’eau
utilisée. Cette contamination peut inclure des bactéries psychrotrophes telles que
Pseudomonas et Acinetobacter, capables de se développer a basse température et de produire
des enzymes thermorésistantes. Des bactéries indicatrices de contamination fécale,
notamment les membres de la famille des Enterobacteriaceae et Escherichia coli, peuvent
également étre détectées (Quigley er al., 2013). Par ailleurs, la présence éventuelle de
microorganismes pathogénes tels que Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes et
Salmonella spp. Constitue un risque sanitaire important pour le consommateur (Boumediene

etal., 2024).
2. Produits laitiers fermentés traditionnels
2.1. Définition des produits laitiers fermentés

Selon le Codex Alimentarius, les laits fermentés sont des produits obtenus par la
fermentation du lait sous 1’action de microorganismes appropriés, entrainant une diminution
du pH avec ou sans coagulation des protéines laitieres (Codex Alimentarius, 2003). Ces
microorganismes doivent demeurer viables, actifs et présents en quantité suffisante dans le
produit final, généralement & une concentration minimale de 107 UFC/g jusqu’a la date limite

de consommation.

Au cours de la fermentation, le lactose est converti en acide lactique, provoquant
I’acidification du milieu. Ce phénomeéne contribue a [’amélioration des propriétés
organoleptiques, a la modification de la texture ainsi qu’a 1’augmentation de la durée de
conservation grace a I’inhibition de nombreux microorganismes d’altération ou pathogenes

(Wouters et al., 2021).
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3. Produits laitiers fermentés traditionnels algériens

L'Algérie possede un riche patrimoine de produits laitiers artisanaux, dont la fabrication

repose sur des savoir-faire ancestraux et une fermentation spontanée.
3.1. Lben

Le Lben est un lait de beurre fermenté traditionnellement obtenu par le barattage du
Raib dans une outre en peau de chévre (Chekoua) ou dans une baratte traditionnelle. Ce
procédé permet la séparation des grains de beurre de la phase liquide résiduelle appelée Lben
(Mechai et al., 2014). Le produit obtenu se caractérise par un pH acide compris entre 3,8 et
4,5 ainsi qu’une saveur légeérement acidulée et rafraichissante. Son microbiote est
principalement dominé par Lactococcus lactis ainsi que par diverses levures telles que
Kluyveromyces lactis, qui contribuent a une légere fermentation alcoolique et a la production
de composés aromatiques responsables des caractéristiques sensorielles du produit (Mangia

etal.,2014).
3.2. Raib

Le Raib est obtenu par la fermentation spontanée du lait cru maintenu a température
ambiante pendant 24 a 48 heures jusqu’a la formation d’un gel ferme (Mechai et al., 2014).
Contrairement au yaourt industriel, sa fabrication ne nécessite ni pasteurisation préalable ni
ajout de ferments sélectionnés. Son profil microbiologique est particulierement diversifié¢ et
repose sur une succession de populations microbiennes. Les streptocoques mésophiles
assurent généralement ’acidification initiale du milieu, favorisant ensuite le développement
de lactobacilles plus acidotolérants qui participent a la maturation du produit (Quigley et al.,

2013).
3.3. Jben

Le Jben est un fromage frais traditionnel élaboré a partir de lait de vache, de chévre ou
de brebis. La coagulation est généralement obtenue grace a I’utilisation de coagulants
végétaux ou, plus traditionnellement, de caillette d’agneau séchée (Boumediene ez al., 2024).
Des études réalisées sur le Jben produit dans la région d’Ain Sefra ont mis en évidence une
richesse importante en bactéries lactiques associée a une présence variable de levures, de
moisissures et de bactéries contaminantes. Cette diversité microbiologique refléte la nature
artisanale de ce produit et la variabilité des conditions de fabrication (Boumediene ez al.,

2024).
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4. Microbiote des produits laitiers fermentés traditionnels
4.1. Diversité microbienne des produits fermentés

Les produits laitiers fermentés traditionnels présentent généralement une biodiversité
microbienne plus importante que celle observée dans les produits industriels élaborés a partir
de cultures de départ standardisées. Cette richesse microbienne contribue au développement
des caractéristiques organoleptiques propres a chaque produit ainsi qu'a la préservation d'une

diversité génétique d'intérét technologique et biotechnologique.

Pendant de nombreuses années, les approches microbiologiques classiques basées sur la
culture ont permis d'identifier les principaux groupes microbiens impliqués dans les
fermentations. Cependant, ['émergence des méthodes moléculaires indépendantes de la
culture, notamment le séquencage du gene de I'ARNr 168 et les approches métagénomiques, a
permis de mettre en évidence une diversité microbienne beaucoup plus importante, incluant
des microorganismes minoritaires jouant des roles fonctionnels essentiels dans 1'écosystéme

fermentaire (You et al., 2024).

Par ailleurs, les analyses de séquencage a haut débit réalisées sur différents produits
laitiers fermentés traditionnels ont révélé une diversité d'unités taxonomiques opérationnelles
(OTU) significativement plus élevée que celle obtenue par les méthodes conventionnelles de
culture. Ces observations témoignent de la complexité des interactions microbiennes qui

s'établissent au cours des processus fermentaires spontanés (Sagyman et al., 2021).
4.2. Principales bactéries lactiques associées

Les bactéries lactiques (BL) constituent le groupe microbien dominant des produits
laitiers fermentés traditionnels. Elles jouent un role fondamental dans l'acidification du
milieu, la conservation des aliments, le développement des propriétés organoleptiques ainsi
que dans l'expression de diverses activités fonctionnelles d'intérét technologique et

probiotique.
e Genre Lactobacillus

A la suite d'une importante révision taxonomique réalisée en 2020, le genre
Lactobacillus sensu stricto a été subdivisé en plusieurs nouveaux genres fondés sur des
criteres phylogénomiques (Zheng et al., 2020). Parmi les especes fréquemment isolées des
produits laitiers fermentés algériens figurent Lactiplantibacillus plantarum (anciennement

Lactobacillus plantarum) et Lentilactobacillus brevis (anciennement Lactobacillus brevis),
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reconnues pour leur robustesse métabolique, leur capacité d'adaptation a différents

environnements fermentaires et leur potentiel probiotique (Mechai et al., 2014).
e Genre Lactococcus

Les espéces Lactococcus lactis subsp. lactis et Lactococcus lactis subsp. Cremoris
représentent les principaux agents acidifiants mésophiles impliqués dans la fabrication du
Lben et du Raib. Ces bactéries contribuent a la réduction du pH du milieu et produisent
¢galement des substances antimicrobiennes, notamment la nisine, capables d'inhiber plusieurs

microorganismes pathogenes ou d'altération (Mangia et al., 2014).
e Genre Leuconostoc

Leuconostoc mesenteroides est fréquemment rencontré dans les fermentations
spontanées des produits laitiers traditionnels. Son métabolisme hétérofermentaire conduit a la
production de dioxyde de carbone (CO-), d'acide lactique et de composés aromatiques tels que
le diacétyle, contribuant ainsi a l'amélioration de la texture et des qualités sensorielles des

produits fermentés (Mechai et al., 2014).
e Genre Streptococcus

Streptococcus thermophilus est également présent dans certains produits laitiers
fermentés traditionnels. Cette espece participe activement a l'acidification du lait et a
I'amélioration de la texture grace a la production d'exopolysaccharides favorisant la viscosité

et I'onctuosité du produit final (Quigley ez al., 2013).
e Genre Enterococcus

Les especes Enterococcus faecium et Enterococcus durans sont régulierement isolées a
partir du Jben et du lait de dromadaire. Malgré certaines préoccupations liées a la présence
potentielle de facteurs de virulence chez certaines souches, ces bactéries jouent un role
important dans les phénomenes de protéolyse et dans le développement des caractéristiques

organoleptiques au cours de 'affinage des produits fermentés (You e al., 2024).
5. Importance nutritionnelle, sanitaire et culturelle
5.1. Valeur nutritionnelle

La fermentation améliore significativement la valeur nutritionnelle du lait grice a
l'activit¢ métabolique des microorganismes impliqués. Les Dbactéries lactiques

hydrolysent partiellement les protéines laitieres en peptides bioactifs et en acides aminés
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libres, augmentant ainsi leur digestibilité¢ et leur biodisponibilit¢ pour l'organisme (FAO,

2023).

Par ailleurs, certaines souches de bactéries lactiques sont capables de synthétiser des
vitamines du groupe B, notamment la vitamine B12 et l'acide folique, contribuant ainsi a
l'enrichissement nutritionnel des produits fermentés. La fermentation entraine également une
diminution de la teneur en lactose par sa conversion en acide lactique, ce qui améliore la
tolérance de ces produits chez les personnes présentant une intolérance partielle au lactose

(Wouters et al., 2021).

De plus, plusieurs études ont montré que les produits laitiers fermentés constituent une
source importante de composés bioactifs pouvant exercer des effets bénéfiques sur la santé

humaine, notamment des activités antihypertensives, antioxydantes et immunomodulatrices.
5.2. Importance sanitaire et potentiel probiotique

Les produits laitiers fermentés traditionnels algériens représentent une source
importante de bactéries lactiques présentant des propriétés probiotiques potentielles. De
nombreuses souches isolées a partir du Lben, notamment Lactiplantibacillus plantarum, ont
démontré une bonne résistance aux conditions simulant le tractus gastro-intestinal, incluant

l'acidité gastrique et les sels biliaires (Mechai et al., 2014).

Ces bactéries sont ¢galement capables d'adhérer aux cellules épithéliales intestinales,
propriété essentielle pour leur colonisation temporaire du tractus digestif et I'expression de
leurs effets bénéfiques. En outre, plusieurs souches produisent des acides organiques, du
peroxyde d'hydrogene et des bactériocines capables d'inhiber le développement de
microorganismes pathogenes tels que Listeria monocytogenes et Staphylococcus aureus,
contribuant ainsi a I'amélioration de la sécurité microbiologique des aliments (Mechai et al.,

2014).

L'intérét croissant port¢ a ces microorganismes s'explique également par leur
implication dans le maintien de I'équilibre du microbiote intestinal et dans la modulation de
diverses fonctions physiologiques de 1'hdte, ce qui justifie leur utilisation potentielle dans le

développement de nouveaux aliments fonctionnels.
5.3. Importance socio-culturelle et traditionnelle en Algérie

Au-dela de leur intérét nutritionnel et sanitaire, les produits laitiers fermentés occupent

une place importante dans le patrimoine alimentaire et culturel algérien. Des produits tels que
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le Raib, le Lben, le Jben, la Klila ou encore le Bouhezza sont étroitement associés aux
habitudes alimentaires de nombreuses régions du pays et sont transmis de génération en

génération selon des savoir-faire traditionnels (Merzouk et al., 2013).

Le Raib et le Lben accompagnent fréquemment les repas traditionnels, notamment le
couscous, et sont souvent présents lors des fétes religieuses, des cérémonies familiales et des
rassemblements communautaires. Ces produits constituent ainsi un élément important de

l'identité gastronomique nationale.

La préservation de ces procédés artisanaux présente également un intérét scientifique
majeur puisqu'elle contribue au maintien d'une biodiversité microbienne unique susceptible de
renfermer de nouvelles souches d'intérét technologique et probiotique. La valorisation de ce
patrimoine alimentaire apparait ainsi comme un enjeu important face a la standardisation

croissante des procédés industriels (Benzekri et al., 2024).
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1. Historique

L’histoire des bactéries lactiques (BL) remonte aux travaux de Carl Wilhelm Scheele,
qui fut le premier a isoler 1’acide lactique a partir du lait aigri. Par la suite, en 1857, Louis
Pasteur démontra le role des micro-organismes dans la fermentation lactique et la production
d’acide lactique. En 1881, la société M/s Clinton Processing Company (Etats-Unis) fut la
premiére 4 commercialiser la production d’acide lactique par voie fermentaire. A partir des
années 1980, I’intérét scientifique pour les bactéries lactiques s’est fortement accru en raison
de leurs nombreuses applications en conservation des aliments, en biotechnologie et en

biomédecine (Gupta et al., 2018).
1.1. Définition et généralités

Les bactéries lactiques (BL) constituent un groupe de micro-organismes procaryotes a
Gram positif, se présentant sous forme de coques ou de batonnets, généralement non sporulés
et non mobiles (Ayivi et al., 2020 ; Melia et al., 2022). Elles se caractérisent par des
exigences nutritionnelles élevées, une tolérance aux environnements acides, 1’absence de
cytochromes ainsi qu’une activité catalasique généralement négative (Islam et al., 2020).
Leur principale caractéristique physiologique réside dans leur capacit¢ a fermenter les
glucides, avec production d’acide lactique comme principal produit final du métabolisme

carboné (Gupta et al., 2018).

En outre, les bactéries lactiques produisent divers métabolites contribuant aux qualités
organoleptiques des aliments fermentés, notamment I’amélioration de la saveur, de I’ardme et
de la texture (Mokoena et al., 2017). Elles suscitent un intérét scientifique croissant en raison
de leurs applications dans les secteurs alimentaire, biotechnologique et biomédical. Cet intérét
est 1ié a leur capacité a produire des composés bioactifs a activité antimicrobienne, tels que les
bactériocines, le peroxyde d’hydrogene et le diacétyle, contribuant a 1’inhibition des micro-
organismes pathogenes et des agents d’altération des denrées alimentaires (Mokoena, 2017 ;

Rakhmanova et al., 2018).

Sur le plan taxonomique, les bactéries lactiques constituent un groupe hétérogéne
comprenant des genres a morphologie coccique, tels que Streptococcus, Aerococcus et
Lactococcus, ainsi que des formes bacillaires représentées notamment par le genre
Lactobacillus (Jamyuang ef al., 2019). Elles sont généralement anaérobies facultatives ou
aérotolérantes, capables de croitre en conditions de faible disponibilité en oxygene et de

résister a des valeurs de pH faibles (Zhou et al., 2019 ; Melia et al., 2022).
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Le métabolisme énergétique des BL repose principalement sur la fermentation des
glucides, au cours de laquelle des composés organiques issus du substrat jouent le role
d’accepteurs finaux d’¢électrons en remplacement de 1’oxygene (Zhou et al., 2019). Outre
I’acide lactique, elles synthétisent divers métabolites d’intérét biologique, notamment des
enzymes, des vitamines, des composés antioxydants et des substances antimicrobiennes,
contribuant a leur compétitivité écologique et a leurs propriétés technologiques

(Papadimitriou et al., 2016 ; Omeonu et al., 2022).

D’un point de vue génomique, les bactéries lactiques présentent généralement une faible
teneur en guanine et cytosine (GC), souvent inférieure a 50 % du génome total, bien que
certaines especes de lactobacilles puissent atteindre des valeurs proches de 57 % (Omeonu et
al., 2022). Enfin, selon les produits finaux issus de la fermentation des glucides, elles sont
classées en bactéries homofermentaires, produisant principalement de I’acide lactique, ou
hétérofermentaires, produisant simultanément de 1’acide lactique, du dioxyde de carbone, de

1I’éthanol ou de I’acétate (Mora-Villalobos ef al., 2020).
1.2. Habitat

Les bactéries lactiques (LAB) présentent une distribution ubiquitaire et colonisent une
grande diversit¢ d’environnements, généralement riches en substrats fermentescibles
(Kathiriya et al., 2018). Elles sont couramment isolées a partir des produits laitiers (lait,
fromage, yaourt), ou elles jouent un role déterminant dans les processus de fermentation et de
conservation. Leur présence est également rapportée dans les matrices végétales (fruits et
légumes fermentés) ainsi que dans les produits carnés (saucisses, charcuteries). Ces
environnements offrent des conditions favorables a leur développement, notamment un pH

acide et une faible disponibilité en oxygene (Ayivi ef al., 2020).

Au-dela des matrices alimentaires, les bactéries lactiques occupent diverses niches
¢cologiques naturelles, notamment le tractus gastro-intestinal des mammiferes (intestin, cavité
buccale), les sols, les végétaux en décomposition ainsi que certains écosysteémes aquatiques.
Leur aptitude a s’adapter a des conditions environnementales contraignantes, telles que les
basses températures ou les fortes concentrations en sel, t¢émoigne de leur importante diversité

métabolique (Mokoena, 2017).

Le microbiote intestinal constitue un écosystéme majeur colonisé par les bactéries
lactiques, contribuant au maintien de la santé de I’hdte a travers leur implication dans le

métabolisme, la digestion et le bon fonctionnement physiologique. Elles participent également
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a la modulation et a la stimulation du syst¢tme immunitaire. Les bactéries lactiques sont

particulierement adaptées a I’environnement intestinal des mammiferes (Ayivi et al., 2020).

Les environnements industriels, notamment les unités de transformation alimentaire et
les surfaces de contact ou se développent des biofilms, constituent également des réservoirs
importants de bactéries lactiques. Leur capacité a former des biofilms favorise leur persistance
malgré les procédures de nettoyage et de désinfection, ce qui peut représenter un enjeu en

maticre de sécurité alimentaire (Galié et al., 2018).
1.3. Taxonomie et classification

La premiére classification des bactéries lactiques (BL) a été proposée en 1919 par Orla-
Jensen. Elle reposait sur des critéres phénotypiques observables, incluant les caractéristiques
morphologiques, biochimiques et physiologiques. Cette approche a été progressivement

enrichie par les apports de la taxonomie moléculaire (Tahlaiti ez al., 2019).

Classiquement, les bactéries lactiques ont ¢été classées sur la base de caractéres
phénotypiques tels que la morphologie cellulaire, le type de fermentation du glucose, la
capacité de croissance a différentes températures, 1’isomérie de 1’acide lactique produit ainsi

que les profils de fermentation des glucides (Ayivi ef al., 2020).

La taxonomie de ces bactéries demeure en constante évolution et intégre toujours des
critéres phénotypiques, notamment la morphologie, le mode de fermentation du glucose, ainsi
que la tolérance a la température, au sel et aux conditions acides. D’autres approches, telles
que I’analyse de la composition en bases guanine-cytosine (G+C) de I’ADN, la caractérisation
des acides gras ou encore 1’étude de I’activité enzymatique, sont également utilisées a des fins

d’identification et de classification (Salvetti et al., 2018).
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Figure 1 : Arbre phylogénétique des bactéries Gram positives basé sur la comparaison des

séquences de I’ARNr (Holzapfel et al., 2001)

Selon la derniere édition du Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (2009), les
bactéries lactiques sont classées dans le phylum des Firmicutes, la classe des Bacilli et 1’ordre
des Lactobacillales. Cet ordre comprend trente-cinq genres répartis en six familles
Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae et

Streptococcaceae (Konig et Frohlich, 2017).

Cette classification a évolué de maniére significative ces derni¢res années, notamment
avec la révision majeure du genre Lactobacillus en 2020, qui a conduit a son éclatement en 25
nouveaux genres sur la base d’analyses génomiques approfondies. Cette reclassification a
permis une meilleure compréhension des relations phylogénétiques entre les différentes
souches et une caractérisation plus précise de leurs propriétés fonctionnelles (Zheng et al.,

2020).
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Tableau 1 : Familles et genres de bactéries lactiques (Génzle et Zheng, 2022; Fusco et al.,

2023)

Genres principaux actuellement reconnus parmi les
Famille
bactéries lactiques

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

Carnobacterium, Alkalibacterium, Alloiococcus,
Carnobacteriaceae Atopococcus, Desemzia, Dolosigranulum, Granulicatella,

Marinilactibacillus, Trichococcus

Enterococcaceae Enterococcus, Tetragenococcus, Melissococcus, Pilibacter

Lactobacillus, Lacticaseibacillus, Lactiplantibacillus,
Limosilactobacillus, Levilactobacillus, Latilactobacillus,
Ligilactobacillus, Companilactobacillus,
Loigolactobacillus, Bombilactobacillus, Apilactobacillus,

I netobacillacene Fructilactobacillus, Furfurilactobacillus,
Agrilactobacillus, Amylolactobacillus, Acetilactobacillus,
Dellaglioa, Holzapfelia, Lentilactobacillus,
Liquorilactobacillus, Paucilactobacillus,

Schleiferilactobacillus, Secundilactobacillus, Convivina,

Paralactobacillus

Leuconostoc, Oenococcus, Weissella, Periweissella,
Leuconostocaceae
Fructobacillus

Streptococcaceae Streptococcus, Lactococcus

1.4. Voies fermentaires des bactéries lactiques
1.4.1. Voie des pentoses-phosphates (hétérofermentation)

La voie des pentoses phosphates, également appelée voie du 6-phosphogluconate, est
principalement retrouvée chez Leuconostoc ainsi que chez certaines especes de Lactobacillus.
Comparativement au métabolisme homofermentaire, la voie hétérofermentaire présente un
rendement énergétique inférieur, puisqu’elle conduit a la production d’une molécule d’acide
lactique, d’une molécule d’éthanol, d’une molécule de CO: et d’un seul ATP (Fessard et al.,

2017).
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Ce métabolisme débute par la conversion du glucose-6-phosphate en 6-
phosphogluconate, qui subit ensuite une décarboxylation oxydative conduisant a la formation
du ribulose-5-phosphate puis du xylulose-5-phosphate. Ce dernier est clivé en
glycéraldéhyde-3-phosphate (GA-3P) et acétyl-phosphate par I’action de la D-xylulose-5-
phosphate phosphokétolase. Le

GA-3P est ensuite converti en lactate, tandis que 1’acétyl-phosphate est réduit en éthanol ou

transformé en acétate (Rahman et al., 2025).
1.4.2.Voie homofermentaire (voie d’Embden-Meyerhof-Parnas, EMP)

Les bactéries lactiques requiérent des sucres comme source d’énergie pour assurer leur
croissance. La fermentation du lactose s’inscrit dans la voie glycolytique ou voie d’Embden-

Meyerhof-Parnas.

Les bactéries lactiques homofermentaires strictes métabolisent le lactose en acide
pyruvique, lequel est ensuite réduit en acide lactique grace au pouvoir réducteur généré sous
forme de NADH. Dans ce cas, 1’acide lactique constitue le seul produit final, avec un
rendement de deux molécules d’acide lactique et deux molécules d’ATP par molécule de

glucose, processus qualifi¢ de fermentation homolactique.

Les bactéries lactiques homofermentaires strictes comprennent notamment
Lactobacillus  acidophilus, Lactobacillus amylophilus, Lactobacillus bulgaricus et

Lactobacillus helveticus (Okoye et al., 2023).

Glucose
Homolactique Hétérolactique
Glucose 6-phosphate Glucose 6-phosphate
Fructose 6-phosphate 6-phosphogluconate
Fructose-1, 6-DP Ribulose-5-P
Glycéraldéhyde-3-P <€—2 Dihydroxyacétone-P Glycéraldéhyde-3-P Acétyl-P
H,O
2 Pyruvate Pyruvate Acétaldéhyde
2 Lactate Lactate Ethanol

Figure 2 : Représentation schématique des principales voies de fermentation des hexoses chez

les bactéries lactiques (Caplice et Fitzgerald, 1999)
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2. Caractéristiques des genres associés aux produits laitiers
2.1. Genre Lactobacillus

Le genre Lactobacillus constitue le groupe principal de la famille des Lactobacillaceae.
Il regroupe un grand nombre d’espeéces impliquées dans les processus de fermentation

lactique, exploitées dans diverses industries ou retrouvées comme contaminants.

Ces bactéries se présentent sous forme de bacilles longs et fins, parfois légerement
incurvés, souvent organisés en chainettes. Elles sont immobiles, asporulées et catalase
négative. Leur croissance est optimale a des températures comprises entre 30 et 40 °C. Les
lactobacilles présentent par ailleurs des exigences nutritionnelles complexes, nécessitant des
acides aminés, des vitamines, des acides gras, des nucléotides, des glucides ainsi que des sels

minéraux (Menad et al., 2018).
2.2. Genre Lactococcus

Les bactéries du genre Lactococcus constituent un groupe phylogénétiquement

homogene au sein du phylum des Firmicutes, appartenant a la famille des Streptococcaceae.

Ces micro-organismes présentent une morphologie coccoide (0,5-1,5 um de diamétre),
avec une organisation cellulaire typique en diplocoques ou en courtes chaines, et sont a Gram
positif. Leur paroi cellulaire est caractérisée par une structure peptidoglycanique de type Lys-

D-Asp, spécifique des bactéries lactiques (Zhou et al., 2022).
2.3. Genre Enterococcus

D’un point de vue métabolique, Enterococcus spp, sont des chimio-organotrophes
anaérobies facultatifs présentant un métabolisme fermentaire principalement homolactique via

la voie d’Embden-Meyerhof-Parnas.

Leur croissance optimale est observée a des températures mésophiles (25-30 °C) et a
pH neutre, bien qu’elles soient capables d’acidifier leur environnement jusqu’a des valeurs de
pH comprises entre 4,0 et 4,5. Leur génome, d’une taille moyenne de 2,3 a 2,8 Mb avec un
contenu en GC d’environ 35-40 %, code pour des systemes enzymatiques impliqués dans

I’utilisation du lactose et la production d’acide lactique (Yu et al., 2021).
2.4. Genre Bifidobacterium

Les bifidobactéries constituent I’'un des groupes majeurs du microbiote intestinal

humain, jouant un réle important dans la santé de I’hote. Elles s’implantent des la naissance et
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deviennent rapidement dominantes dans la flore intestinale du nouveau-né (Huang et al.,
2025). Leur croissance est optimale a un pH proche de 6,5-7 et & des températures comprises

entre 37 °C et 41 °C. Elles présentent une morphologie irréguliére bifide en forme de Y.

Ces bactéries sont hétérofermentaires et métabolisent les hexoses en produisant

principalement de I’acide lactique et de I’acide acétique (Sibanda et al., 2024).

Ces micro-organismes peuvent inhiber les coliformes, les entérocoques et les clostridies
par la production de métabolites ou par compétition pour les nutriments et les sites d’adhésion

au niveau de la muqueuse intestinale.

Toutefois, ces bactéries présentent des exigences nutritionnelles élevées et nécessitent
des facteurs de croissance spécifiques pour leur culture. Leur croissance sur le lait de vache
est lente ; afin d’améliorer leur développement et de réduire le temps d’incubation, elles sont
généralement associées a d’autres bactéries lactiques, notamment Streptococcus thermophilus

(Jicheng et al., 2020).
3. Applications des bactéries lactiques

Au cours des derniéres années, les données scientifiques ont mis en évidence le
caractére dynamique des bactéries lactiques, ce qui explique leur large utilisation a 1’échelle

mondiale (Rakhmanova et al., 2018).

Les bactéries lactiques mobilisent diverses stratégies d’adaptation leur permettant de
résister aux conditions environnementales défavorables et aux variations du milieu. Ces
mécanismes contribuent au maintien ou a 1I’amélioration de la qualité, de ’arobme et des
propriétés organoleptiques des aliments fermentés (Ayivi et al., 2020). Dans les systemes de
production industrielle a grande échelle, leur utilisation comme cultures starters fonctionnelles
constitue une approche majeure visant a limiter les variations des paramétres de fermentation
susceptibles d’altérer la qualité et les caractéristiques sensorielles du produit final, tout en

assurant la stabilité des propriétés essentielles des aliments fermentés (Hu et al., 2022).

Les consommateurs orientent de plus en plus leurs choix alimentaires en fonction de la
valeur nutritionnelle et des bénéfices pour la santé, favorisant ainsi 1’utilisation d’ingrédients
naturels comme agents de conservation en remplacement des additifs chimiques. Dans ce
contexte, les bactéries lactiques produisent des peptides antimicrobiens appelés bactériocines,
capables d’inhiber les agents pathogeénes d’origine alimentaire et de contribuer a la sécurité

sanitaire des aliments (Ayivi et al., 2020).
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Par ailleurs, les bactéries lactiques sont largement exploitées comme bioconservateurs
afin de prolonger la durée de conservation des denrées alimentaires au cours du stockage

(Shehata et al., 2019).

Enfin, les bactéries lactiques sont utilisées depuis plusieurs décennies dans les systémes
agricoles afin d’améliorer la qualité¢ des sols, notamment par la régulation de la maticre
organique, la détoxification de composés chimiques nocifs, le controle des maladies

phytopathogenes et la stimulation de la croissance des plantes (Raman et al., 2022).
4. Effets des bactéries lactiques sur la santé humaine

Selon la nature de I’aliment, les méthodes de fabrication et les procédés de
fermentation, les produits fermentés peuvent contenir diverses especes et souches de bactéries
lactiques (BL), susceptibles d’interagir de maniere bénéfique avec le microbiote intestinal. De
nombreuses études ont mis en évidence plusieurs effets positifs des BL sur la santé¢ humaine,

notamment :

Santé intestinale : les bactéries lactiques sont capables de produire des vitamines, des
acides gras a chalne courte et des bactériocines. Elles inhibent la croissance de micro-
organismes pathogenes tout en contribuant au maintien de I’équilibre du microbiote intestinal

(Meng et al., 2026).

Amélioration de la digestibilité et de I’absorption des nutriments : les bactéries
lactiques participent a ’amélioration de la digestion et de 1’assimilation des nutriments, en

particulier des protéines (Yildiz et al., 2026).

Réduction des allergies : certaines souches de bactéries lactiques peuvent réduire le
potentiel allergene de certains aliments, tels que les produits laitiers ou les céréales, en

dégradant les protéines impliquées dans les réactions allergiques (Feng et al., 2025).

Propriétés antioxydantes : certaines souches produisent des composés a activité

antioxydante, contribuant a la neutralisation des radicaux libres (Lepecka et al., 2025).

Réduction du stress : certaines bactéries lactiques produisent le GABA (acide gamma-
aminobutyrique), un neurotransmetteur impliqué dans la diminution de la pression artérielle,
la relaxation musculaire et la réduction du stress psychologique (Pasolli ef al., 2020 ; Wang

et al., 2021).
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1. Probiotiques
1.1. Historique

L’histoire des probiotiques remonte a la consommation ancestrale d’aliments fermentés,
déja observée dans les civilisations grecque et romaine. En 1907, Elie Metchnikoff, lauréat
du prix Nobel, fut le premier a proposer I’idée selon laquelle certains micro-organismes
probiotiques exercent des effets bénéfiques sur la santé humaine. Il a notamment avancé
I’hypothése que la longévité et 1’état de santé des populations bulgares étaient lices a la
consommation réguliere de produits laitiers fermentés contenant des bactéries lactiques en
forme de bacilles (Lactobacillus spp.). Selon cette hypothése, ces bactéries contribuent a
moduler favorablement le microbiote intestinal et a réduire 1’activité des micro-organismes

potentiellement pathogenes.

Le terme « probiotique » a ensuite été introduit en 1965 par Lilly et Stillwell afin de
désigner des substances favorisant la croissance d’autres micro-organismes. Depuis, cette
notion a été progressivement élargie et utilisée dans divers contextes, en fonction de ses

mécanismes d’action et de ses effets sur la santé humaine (Hyland e al., 2023).
1.2. Définitions du terme probiotique

Le terme « probiotique » a fait I’objet de plusieurs définitions qui ont évolué au fil du
temps en fonction des avancées scientifiques et technologiques. Etymologiquement, il signifie
« pour la vie » et désigne des associations microbiennes associées a des effets bénéfiques sur

la santé humaine et animale (Kerry et al., 2018).

Les probiotiques sont des micro-organismes vivants non pathogenes qui conferent
divers bénéfices pour la santé de 1’hote (Singh et Rao, 2021). Toutefois, la définition la plus
largement acceptée est celle de la consultation mixte d’experts FAO/OMS (2001), qui définit
les probiotiques comme « des micro-organismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés en

quantités adéquates, conférent un bénéfice pour la santé de 1’hote ».
2. Microorganismes utilisés en tant que probiotiques
2.1. Les bactéries lactiques

Les principales bactéries probiotiques appartiennent généralement aux genres
Lactobacillus et Bifidobacterium. 11 est également pertinent de mentionner certaines souches

probiotiques appartenant aux genres Enterococcus et Streptococcus (Nectoux et al., 2022).
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Tableau 2 : Principales bactéries lactiques utilisées comme probiotiques adapté de (Abedin et

al., 2024)
Genre Espeéces / souches probiotiques
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii,
Lactobacillus
Lactobacillus helveticus
Lacticaseibacillus casei, Lacticaseibacillus paracasei,
Lacticaseibacillus
Lacticaseibacillus rhamnosus GG
Limosilactobacillus Limosilactobacillus fermentum, Limosilactobacillus reuteri
Lactiplantibacillus Lactiplantibacillus plantarum
Lactococcus Lactococcus lactis
Leuconostoc Leuconostoc mesenteroides
Pediococcus Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus
Enterococcus Enterococcus faecium SF68, Enterococcus faecalis
Streptococcus Streptococcus thermophilus
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium Bifidobacterium longum, Bifidobacterium animalis subsp.
Lactis
2.2. Levures

Les levures sont des micro-organismes unicellulaires largement utilisés depuis

longtemps dans la production du pain ainsi que des boissons fermentées telles que la bicre et

le vin. Certaines especes ont également été identifiées comme ayant un potentiel probiotique,

notamment Saccharomyces cerevisiae et Saccharomyces boulardii (Czerucka et Rampal,

2019).

L’efficacité¢ et D’innocuité de Saccharomyces boulardii ont été démontrées dans

plusieurs études portant sur différentes indications cliniques chez 1’adulte, sur la base d’essais

cliniques randomisés évalués par des pairs ainsi que d’études précliniques (McFarland,

2010). Cette levure est largement utilisée dans de nombreux pays comme agent
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prophylactique et thérapeutique contre les diarrhées et divers troubles gastro-intestinaux,

notamment ceux associés a 1’utilisation d’agents antimicrobiens (Czerucka et al., 2007).
2.3. Bactéries non lactiques

D’autres bactéries, présentant un métabolisme différent de celui des bactéries lactiques,
sont également reconnues pour leur intérét probiotique. Il s’agit notamment de la souche
Escherichia coli Nissle 1917 ainsi que de bactéries sporulées telles que Bacillus subtilis et

Bacillus cereus.

Escherichia coli Nissle 1917 est une bactérie a Gram négatif non pathogeéne appartenant
a la famille des Enterobacteriaceae (Schultz er al., 2008). Cette souche probiotique est
largement étudiée pour ses effets bénéfiques sur ’homéostasie intestinale. Contrairement a
d’autres souches d’E. coli, elle ne produit pas de facteurs de virulence et n’induit pas de

dommages au niveau de 1’épithélium intestinal (Grozdanov ef al., 2004).

Elle est capable de stimuler la production de la béta-défensine 2 humaine, une molécule
essentielle dans le maintien de la barriére muqueuse, contribuant ainsi a limiter 1’adhésion et

I’invasion des bactéries pathogénes (Schlee et al., 2007).
3. Critéres de sélection des souches bactériennes potentiellement probiotiques

La sélection des souches bactériennes a potentiel probiotique repose sur un ensemble de

critéres de sécurité, fonctionnels et technologiques strictement définis (Marion ef al., 2018).

Sur le plan de la sécurité, la souche probiotique doit idéalement étre isolée a partir du
tractus gastro-intestinal d’un individu sain, étre dépourvue de tout pouvoir pathogene et ne
pas étre associée a des pathologies. Elle ne doit pas présenter d’activité de déconjugaison des
sels biliaires ni contenir de genes transmissibles impliqués dans la résistance aux
antibiotiques. En complément, la souche doit étre correctement identifiée sur le plan
taxonomique selon le Code international de nomenclature, ne pas posséder la capacité
d’envahir 1’épithélium intestinal et répondre au statut QPS (Qualified Presumption of Safety)

defini par ’EFSA (Saarela et al., 2000).

Les critéres fonctionnels concernent principalement la capacité de la souche a survivre
et a exercer son activité dans le tractus gastro-intestinal. Ainsi, elle doit présenter une
tolérance a ’acidité gastrique, aux sels biliaires et aux enzymes digestives. Elle doit
également étre capable d’adhérer a 1’épithélium intestinal afin de persister dans le tractus

digestif et de produire de maniere continue des substances bactéricides ou bactériostatiques.
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En outre, elle doit exercer une immunomodulation sans induire de réponses pro-
inflammatoires, tout en présentant une activité antagoniste vis-a-vis des micro-organismes

pathogénes (Gagnon, 2007 ; Shokryzdan et al., 2017 ; Marion et al., 2018).

Enfin, les critéres technologiques sont liés a 1’applicabilité¢ industrielle des souches
probiotiques. Celles-ci doivent présenter de bonnes propriétés sensorielles, une résistance aux
bactériophages, une viabilité suffisante au cours des procédés technologiques ainsi qu’une

stabilité satisfaisante dans le produit fini et durant la période de stockage (Ebel et al., 2012).
4. Mécanismes d’action des probiotiques

Parmi les études ayant démontré les effets bénéfiques de 1’utilisation des probiotiques,
différents mécanismes d’action ont ¢t¢ mis en évidence. Ceux-ci varient selon les
caractéristiques  spécifiques des souches probiotiques ainsi que les conditions

environnementales auxquelles les micro-organismes sont exposés (Pereira et al., 2022).

=& 5. Signalisation systémique
""... via le systéme nerveux
E (sérotonine, dopamine, GABA)

2. Production de substances PrOb'Ot'ques

antimicrobiennes
(AGCC, bactériocines,
H,0,)
3. Renforcement de la 4. Immunomodulation
barri¢re épithéliale
(mucus, défensines,
1. Exclusion jonctions serrées)
compétitive

Lymphocytes T <*+— “" Cellules dendritiques

Figure 3 : Représentation schématique des mécanismes d’action des probiotiques dans

I’organisme hote (Latif ez al., 2023)
a. Digestion

Les probiotiques stimulent la syntheése et 1’activité de diverses enzymes digestives,
ce qui contribue a améliorer la digestion ainsi que I’absorption intestinale des nutriments.
Cet effet peut étre particuliecrement bénéfique chez les individus présentant une production

enzymatique insuffisante (Khushboo et al., 2023).
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b. Transit intestinal

Le temps de transit des aliments dans le tractus digestif dépend principalement de la
motilité intestinale, en particulier celle du c6lon. Une motricité intestinale efficace permet de
limiter la prolifération excessive des bactéries indésirables. Ainsi, une accélération du transit
peut contribuer a réduire le développement de micro-organismes pathogeénes (Dasriya et al.,

2024).
¢. Modification du pH intestinal

Les bactéries lactiques exercent leur activité fermentaire en produisant des métabolites
tels que le lactate et 1’acétate. Ces composés acides entrainent une diminution du pH
intestinal, créant un environnement défavorable a la croissance de certaines bactéries,

notamment Escherichia coli, et réduisant ainsi leur potentiel pathogéne (Cela et al., 2023).
d. Renforcement de la barriére épithéliale

Les probiotiques contribuent a 1’amélioration de la fonction barriére de 1’épithélium
intestinal en stimulant la production de mucines, en limitant les dommages induits par les
agents pathogenes et en réduisant la perméabilité intestinale. Ils participent également au
renforcement de la barriere muqueuse par I’induction de peptides antimicrobiens, tels que les

défensines (Ayivi et al., 2020).
e. Production de substances antimicrobiennes

Les probiotiques exercent leur action en produisant divers composés antimicrobiens
capables de réduire la charge en micro-organismes pathogenes, notamment en perturbant leur

métabolisme ou leur capacité a produire des toxines (Nectoux et al., 2022).
e Acide lactique

Les bactéries lactiques produisent de I’acide lactique a partir de différentes sources de
carbone, notamment les glucides simples. Par ailleurs, elles générent divers métabolites
secondaires tels que les bactériocines, les exopolysaccharides et certaines enzymes,

contribuant a I’inhibition de la croissance d’autres micro-organismes (Silva et al., 2020).
e Bactériocines

Les bactériocines sont des peptides ou protéines synthétisés par voie ribosomique,
présentant une activité de type antibiotique. Leur mécanisme d’action repose principalement

sur I’interaction avec la membrane cellulaire des bactéries cibles, ou elles se fixent a des
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récepteurs spécifiques et forment des pores. Cette perméabilisation membranaire entraine la

fuite du contenu intracellulaire et, in fine, la mort cellulaire (Piquepaille et al., 2013).

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques d’origine alimentaire suscitent un
intérét particulier en raison de leur potentiel en bioconservation naturelle des aliments

(Bouguerra et al., 2021).
e Peroxyde d’hydrogéne

Les bactéries lactiques ne possédent pas de catalase, enzyme responsable de la
dégradation du peroxyde d’hydrogéne (H20:) en eau et en oxygene. Par conséquent, ce
composé peut s’accumuler et exercer un effet inhibiteur sur divers micro-organismes,
notamment par 1’oxydation des lipides membranaires et I’altération des structures protéiques

cellulaires (Khodja et al., 2018).
f. Signalisation via le systeme nerveux (axe intestin—cerveau)

Les probiotiques et les bactéries lactiques participent a la modulation de 1’axe intestin—
cerveau, un réseau de communication bidirectionnel reliant le microbiote intestinal au
systtme nerveux central. Cette interaction repose sur plusieurs voies complémentaires,
notamment neuronales, immunitaires et métaboliques, permettant au microbiote d’interagir

avec I’hote (Cryan et al., 2019).

Sur le plan neuronal, certaines souches probiotiques sont capables d’influencer la
synthese, la disponibilité¢ et le métabolisme de plusieurs neurotransmetteurs, notamment la
sérotonine, la dopamine et ’acide y-aminobutyrique (GABA) (Strandwitz, 2018 ; Latif ez
al., 2023).

La modulation de ces médiateurs neuroactifs est liée a D’activité métabolique du
microbiote intestinal ainsi qu’a I'influence exercée sur le métabolisme du tryptophane et la
disponibilité¢ des précurseurs des catécholamines. Par ailleurs, certaines especes appartenant
aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium sont capables de produire ou de stimuler la
production de GABA, contribuant ainsi a la signalisation neurochimique entre 1’intestin et le

cerveau (Strandwitz, 2018 ; Cryan et al., 2019).
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Figure 4 : Mécanismes d’action des probiotiques dans la modulation de 1’axe intestin—

cerveau par les voies neuronale, immunitaire et métabolique (Shokr et al., 2025)

Les probiotiques interviennent également dans la communication intestin—cerveau par
des mécanismes immunitaires. Plusieurs souches modulent la réponse immunitaire en
favorisant la production de cytokines anti-inflammatoires, telles que 1I’interleukine-10 (IL-
10), tout en limitant I’expression de cytokines pro-inflammatoires, notamment I’interleukine-6
(IL-6) et le facteur de nécrose tumorale o (TNF-a). Cette régulation participe a la modulation
des signaux immunitaires susceptibles d’influencer les fonctions nerveuses centrales (Dinan

et Cryan, 2017 ; Cryan et al., 2019).

Les mécanismes métaboliques constituent ¢également une voie majeure de
communication. Les probiotiques favorisent la production de métabolites microbiens
bioactifs, en particulier les acides gras a chaine courte (AGCC), tels que l’acétate, le
propionate et le butyrate. Ces métabolites contribuent au maintien de I’intégrité de la barriére
intestinale, a la régulation de la perméabilité épithéliale et a la transmission de signaux
métaboliques vers différents organes, y compris le cerveau. Le butyrate est notamment
impliqué dans la modulation de I’expression génique par inhibition des histones désacétylases

(Dalile ez al., 2019 ; Silva et al., 2020).

Enfin, certaines données suggerent que les probiotiques peuvent intervenir dans la

régulation de 1’équilibre redox et de la neuroplasticité par la modulation de biomarqueurs
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tels que le glutathion réduit (GSH), le malondialdéhyde (MDA) et le facteur neurotrophique
dérivé du cerveau (BDNF) (Bercik et al., 2011 ; Westfall et al., 2017).

Ainsi, les probiotiques modulent 1’axe intestin—cerveau par I’intermédiaire de voies
neuronales, immunitaires et métaboliques étroitement interconnectées, impliquant des

neurotransmetteurs, des cytokines et divers métabolites microbiens bioactifs (Carabotti et al.,

2015 ; Cryan et al., 2019).

5. Applications thérapeutiques potentielles des probiotiques dans les maladies associées

aux axes microbiote—organe

Les probiotiques suscitent un intérét croissant en raison de leurs effets bénéfiques
potentiels sur de nombreuses fonctions physiologiques et pathologiques. Au-dela de leur role
dans le maintien de 1’équilibre du microbiote intestinal, leurs effets s’étendent a différents
organes via plusieurs axes de communication impliquant le systéme immunitaire, le
métabolisme de 1’hote et les interactions microbiennes. Les données actuelles suggérent que
les probiotiques peuvent contribuer a la prévention ou a ’amélioration de diverses affections
respiratoires, neurologiques, cardiovasculaires, dermatologiques et métaboliques

(Markowiak et Slizewska, 2017).

Maladies A/

Pulmonaires
Obstructives

I Insuffisance Cardiaque

Athérosclérose
et

Thrombose
[Cancer du Poumon]
Encéphalite
! Axe Axe
e Intestin- Intestin- Cancer de la Peau
roubles
psychiatriques Cerveau Peau
Troubles

neurodégéneératifs

Métabo-

lisme

Diabéte de

Type 2

Dysfonctionnement
Mitochondrial

Figure 5 : Applications des probiotiques dans le traitement des maladies humaines (Wieérs et

al., 2020 ; Chandrasekaran et al.,2024)
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5.1. Axe intestin—-poumon

L’axe intestin—poumon représente un systéme de communication bidirectionnel reliant
le microbiote intestinal a I’'immunité respiratoire. Plusieurs études ont montré que certaines
souches de Lactobacillus et de Bifidobacterium peuvent réduire I’incidence ou la sévérité de
certaines infections respiratoires ainsi que moduler les réponses inflammatoires impliquées
dans I’asthme et les maladies pulmonaires obstructives chroniques (Enaud et al., 2020 ;

Huang et al., 2022).

Les probiotiques sont également étudiés comme adjuvants potentiels dans certaines
pathologies pulmonaires, bien que des recherches supplémentaires soient nécessaires pour

confirmer leur efficacité clinique.
5.2. Axe intestin—cerveau

L’implication du microbiote intestinal dans la communication avec le systéme nerveux
central a conduit au développement du concept de psychobiotiques. Plusieurs essais cliniques
rapportent une amélioration de certains symptomes liés au stress, a I’anxiété et a la dépression
aprés administration de probiotiques spécifiques. Des effets potentiellement favorables ont
également été suggérés dans certains troubles neurodéveloppementaux et neurodégénératifs,
notamment par la modulation de I’'inflammation systémique et du métabolisme microbien

(Cryan et al., 2019 ; Morais et al., 2021).

Toutefois, les preuves cliniques demeurent encore limitées pour certaines pathologies

neurologiques complexes.
5.3. Axe intestin—cceur

Le microbiote intestinal participe a la régulation de plusieurs facteurs de risque
cardiovasculaire. Certaines souches probiotiques ont démontré leur capacité a réduire
modérément les concentrations de cholestérol total et de cholestérol LDL, ainsi qu’a améliorer
certains marqueurs inflammatoires associés a [’athérosclérose. Ces effets pourraient
contribuer a la prévention des maladies cardiovasculaires, bien que les résultats varient selon

les souches et les populations étudiées (Tang et Hazen, 2017 ; Sanchez et al., 2020).
5.4. Axe intestin—peau

Les interactions entre le microbiote intestinal et la peau constituent le fondement de
I’axe intestin—peau. Des études suggerent que les probiotiques peuvent contribuer a

I’amélioration de certaines affections dermatologiques inflammatoires telles que I’acné
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vulgaire, la dermatite atopique et le psoriasis, notamment grace a leur capacité a moduler les

réponses immunitaires et I’inflammation systémique (Mahmud et al., 2022).

Cependant, leur utilisation dans les pathologies cutanées nécessite encore des

investigations cliniques complémentaires.
5.5. Effets sur le métabolisme

Les bénéfices métaboliques des probiotiques figurent parmi les domaines les plus
étudiés. Plusieurs travaux rapportent des effets favorables sur la régulation de la glycémie, la
sensibilit¢ a I’insuline, le contrdle du poids corporel et certains parametres du syndrome
métabolique. Chez les patients atteints de diabéte de type 2 ou d’obésité, I’administration de
probiotiques a été associée a une amélioration modérée de plusieurs marqueurs métaboliques.
Ces observations suggerent un role potentiel des probiotiques dans la prévention et la prise en
charge complémentaire des troubles métaboliques (Koutnikova ez al., 2019 ; Ayesha ef al.,

2023).
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1. Isolement des bactéries lactiques
1.1. Préparation des échantillons

La présente étude porte sur I’analyse de différents produits laitiers fermentés
traditionnels algériens, a savoir le lait de vache fermenté, le Lben, le lait de brebis, le fromage
frais et le lait de chamelle. Ces échantillons ont été collectés dans cinq régions d’Algérie,

détaillées dans le Tableau 3.

La collecte du lait cru a été effectuée dans le respect strict des regles d’hygiéne et
d’asepsie recommandées en microbiologie. Elle a consisté en un lavage et un ringage des pis
de chamelle et de vache a I’eau javellisée, suivis de 1’élimination des premiers jets de lait. Le

lait cru a ensuite été recueilli dans des flacons stériles préalablement étiquetés.

Les échantillons de produits laitiers ont ét¢ immédiatement conservés a 4 °C, puis
transportés au laboratoire dans un récipient isotherme afin d’étre analysés dés leur arrivée.
Les échantillons solides ont ét¢ homogénéisés dans de 1’eau peptonée stérile, a raison de 1 g
d’échantillon pour 9 mL de diluant. Des dilutions décimales successives ont ensuite été

réalisées jusqu’a 1077, conformément au protocole décrit par Endo ez al., (2024).

Tableau 3 : Provenance des échantillons

Origine Produit Animal
Ain Témouchent Lait fermenté
Ain Témouchent Fromage frais
Ain Témouchent Lben Vache
Chlef Lben
Chlef Lait fermenté
Biskra Lait Brebis
Oran Fromage frais Chevre
Touggourt Lait Chamelle
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2. Isolement sur milieux sélectifs
2.1. Milieux de culture et conditions de croissance

Les bactéries lactiques ont été cultivées sur des milieux de culture spécifiques,
disponibles sous forme liquide ou solide. Les milieux solides ont été obtenus par addition de

15 g/l d’agar aux milieux liquides correspondants.

Deux milieux de culture ont été utilisés en fonction de la nature des micro-organismes
ciblés. Le milieu MRS (de Man, Rogosa et Sharpe) a été employé pour I’isolement et la
culture des bactéries lactiques, en particulier les lactobacilles (De et al., 1960 ; Axelsson,
2004). Le milieu M17 a été utilisé préférentiellement pour la culture des bactéries lactiques
cocciques, notamment les lactocoques et les streptocoques (Terzaghi et Sandine, 1975 ;

Mathur et Singh, 2005).

L’ensemble des milieux a été stérilisé a 120 °C pendant 20 minutes. La composition

détaillée de ces milieux est présentée en (Annexe 1)..
2.2. Procédure d’isolement

Pour chaque dilution préparée, un volume de 0,1 mL a été ensemencé en double sur
gélose MRS et sur gélose M17. Les boites de Pétri ont ensuite été incubées a 37 °C pendant

48 a 72 heures, dans des conditions microaérophiles (Zhao et al., 2024).
2.3. Purification des isolats

Apres incubation, les colonies présentant des morphologies macroscopiques distinctes
ont été sélectionnées sur la base de leurs caractéristiques visuelles. Elles ont ensuite été
purifiées par repiquages successifs sur gélose MRS afin d’obtenir des cultures pures et

homogenes.
3. Conservation des souches purifiées
3.1. Conservation a courte durée

Les souches purifiées ont été ensemencées sur un milieu mixte incliné, puis incubées a
30 °C pendant 24 h. Apres incubation, elles ont été conservées a 4 °C au réfrigérateur. Afin de
maintenir leur viabilité et leurs caractéristiques physiologiques, un repiquage a été réalisé

toutes les quatre semaines.
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3.2. Conservation a longue durée

Le milieu de conservation est constitué de 70 % de lait écrémé, enrichi avec 0,05 %
d’extrait de levure et 0,05 % de glucose, ainsi que de 30 % de glycérol. Les souches sont
d’abord centrifugées a 4000 tours/min pendant 10 min. Le surnageant est ensuite éliminé, puis
5 mL du mélange de conservation sont ajoutés au culot bactérien. La suspension obtenue est

répartie dans des tubes Eppendorf et conservée a —20 °C (Badis et al., 2006).
4. Identification des bactéries lactiques
4.1. Identification morphologique

L’identification des bactéries lactiques a ¢été réalisée sur la base de critéres

morphologiques, complétée par divers tests biochimiques et physiologiques.

L’ensemble des essais a été effectué sur un milieu de culture ajust¢ a pH 6,2,
préalablement stérilisé et ensemencé a 1’aide d’une culture jeune obtenue apres 18 h de
croissance en bouillon mixte. Chaque test a ét¢ interprété en comparaison avec un témoin non

inocul¢, incubé dans les mémes conditions de température.

Apres incubation et développement des souches, 1’observation des colonies a été
réalisée a 1’aide d’une loupe. Les caractéristiques macroscopiques, notamment la taille, la
forme et la couleur des colonies, ont été relevées sur milieu solide. Par ailleurs, 1’apparition de
troubles ou d’altérations de la limpidité du bouillon mixte a également été examinée afin

d’évaluer la croissance bactérienne (Badis et al., 2006).
4.1.1.Examen macroscopique

L’examen macroscopique a permis d’évaluer le diamétre, la pigmentation ainsi que
I’aspect des colonies. Les colonies obtenues ont été observées a la loupe binoculaire afin de

déterminer leurs caractéres culturaux, notamment la taille, la forme et la couleur (Hassaine et

al., 2013 ; Joffin et Leyral ez al., 2000).
4.1.2. Examen microscopique

Apres 1’étude macroscopique, des colonies isolées présentant une morphologie
caractéristique ont été prélevées a partir de chaque boite de Pétri. Ces colonies ont ensuite été
soumises a un examen microscopique permettant d’observer la morphologie cellulaire, leur

taille ainsi que leur mode de regroupement.
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4.2. Identification physiologique et biochimique
4.2.1.Coloration de Gram (méthode au KOH)

La réaction de Gram des isolats a été déterminée par le test rapide au KOH a 3 %, selon
Buck (1982). Cette méthode repose sur une lyse différentielle des bactéries : les bactéries a
Gram négatif libérent leur ADN en présence de KOH, formant un filament visqueux, tandis
que les bactéries a Gram positif ne sont pas affectées en raison de leur paroi riche en

peptidoglycane (Halebian ez al., 1981).

Le test consiste a mélanger une colonie fraiche (24 a 48 h) avec une goutte de solution
de KOH sur une lame. La formation d’un filament en moins de 30 secondes indique un
résultat positif (Gram négatif), tandis que I’absence de filament correspond a un résultat

négatif (Gram positif) (Halebian ez al., 1981 ; Buck et al., 1982).
4.2.2. Test de la catalase

Le test de la catalase permet de mettre en évidence I’enzyme catalase, responsable de la
dégradation du peroxyde d’hydrogeéne (H20:) en eau et oxygene, observée par un dégagement

de bulles (Khatoon et al., 2022).

Une colonie fraiche est mise en contact avec une solution de peroxyde d’hydrogene a 3
%. L’apparition de bulles traduit un résultat positif, tandis que 1’absence de réaction
correspond a un résultat négatif. Les bactéries lactiques présentent généralement un résultat

négatif (Khatoon et al., 2022).
4.2.3.Test de ’oxydase

Le test de I’oxydase met en évidence la présence de la cytochrome ¢ oxydase, enzyme
impliquée dans la chaine respiratoire et responsable de 1’oxydation du réactif TMPD,

conduisant a I’apparition d’une coloration violette (Chavan et al., 2022).

Les colonies sont déposées sur un papier filtre imbibé de réactif. L apparition d’une
coloration violette en moins de 30 secondes indique un résultat positif, tandis que 1’absence de
coloration correspond a un résultat négatif, caractéristique des bactéries lactiques (Chavan et

al., 2022).

33

——
| —



Materiels et Méthodes

4.3. Caractérisation physiologique
4.3.1.Type fermentaire

La capacité de production de gaz a été évaluée en milieu MRS-glucose a 1’aide de tubes
de Durham, incubés a 37 °C pendant 48 h. La présence de CO: a permis de distinguer les
souches homofermentaires des souches hétérofermentaires (Tadesse et al., 2022 ; Kaur et al.,

2023).
4.3.2.Croissance a différentes températures

La tolérance des isolats a différentes températures a été évaluée afin de déterminer leur
profil mésophile ou thermophile. La croissance a 15 °C et 45 °C a été utilisée comme critére
d’identification des isolats bacillaires, tandis que la croissance a 10 °C et 45 °C a été retenue

pour les isolats cocciques.

Pour cette étude, 10 mL de bouillon nutritif supplémenté en glucose a 1 % ont été
utilisés comme milieu de culture pour les bactéries lactiques. La croissance bactérienne a été
considérée comme positive en présence d’une turbidité visible aprés incubation. Les cultures
ont été incubées a 10 °C, 15 °C, 37 °C et 45 °C pendant 72 h, selon le protocole décrit par
Goa et al. (2022).

4.3.3.Croissance a différents pH

La tolérance des isolats a différentes valeurs de pH a été¢ déterminée par inoculation
dans du bouillon MRS ajusté aux pH 4,4 ; 6,5 et 9,6 a I’aide de solutions stériles de HCI et de
NaOH. Les cultures ont été incubées a 37 °C pendant 48 a 72 h. La croissance a été

considérée comme positive en présence d’une turbidité visible apres incubation.

La croissance a pH 9,6 a été utilisée notamment pour différencier les entérocoques des
lactocoques, ces derniers étant généralement incapables de se développer a ce pH (Badis et

al., 2005 ; Goa et al., 2022).
4.3.4.Tolérance au NaCl

Les souches ont été testées pour leur capacité de croissance sur milieu MRS contenant
différentes concentrations de NaCl (2 %, 4 % et 6,5 %), afin d’évaluer leur tolérance au sel
(Hassan et al., 2023). Par ailleurs, ’adaptation aux conditions de pH extrémes a été évaluée a

pH 4,4 et pH 9,6 (Bekhouche et al., 2022).
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4.3.5.Recherche de la sporulation

La capacité de sporulation a été évaluée par coloration différentielle de Schaeffer-Fulton
apres 72 h de culture. L’absence de spores confirme le caractére non sporulé des bactéries

lactiques étudiées (Jarocki et al., 2020).
5. Etude des caractéres biotechnologiques
5.1. Activité protéolytique

L’activité protéolytique des souches a été évaluée sur un milieu Dextrose Tryptone Agar
(DTA) supplémenté en lait écrémé stérile (Annexe 1). Apres préparation et solidification du
milieu dans des boites de Pétri stériles, les souches ont été ensemencées par dépdt ponctuel a

la surface de la gélose, puis incubées a 37 °C pendant 24 a 48 h.

L’activité protéolytique a été mise en évidence par 1’apparition de zones d’hydrolyse
autour des colonies. La présence d’un halo clair a été interprétée comme un résultat positif,
tandis que son absence correspond a une activité négative (Kaktcham et al., 2019 ; Gao et

al., 2022 ; Bekhouche et al., 2022).
5.2. Activité acidifiante

L’activité acidifiante a été évaluée sur un milieu a base de lait écrémé supplémenté en
bromocrésol pourpre, utilis€ comme indicateur de pH. Les souches ont été inoculées puis
incubées a 37 °C pendant 24 a 48 h. L’activité acidifiante a ét¢ déterminée par le changement

de coloration du milieu, traduisant la production d’acides organiques.
5.3. Activité lipolytique

L'activité lipolytique a été recherchée sur un milieu MRS supplémenté en Tween 80 (1
% v/v). Les souches ont été inoculées a la surface du milieu, puis incubées a 37 °C pendant

24 248 h.

Aprées incubation, 1’activité lipolytique a été évaluée par I’observation de modifications
autour des colonies, notamment la formation de halos opaques, de précipités ou de zones
d’éclaircissement. L’absence de modification visible a été interprétée comme un résultat

négatif (Tulini ef al., 2016 ; Kaktcham et al, 2019 ; Gao et al., 2022).
5.4. Production d’exopolysaccharides (EPS)

La production d’exopolysaccharides (EPS) a été évaluée sur gélose MRS supplémentée

en saccharose (5 %, p/v) et en Rouge Congo (0,8 g/L). Apres stérilisation a 121 °C pendant 15
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min et solidification du milieu, les souches ont été ensemencées par stries puis incubées a 37
°C pendant 24 a 48 h.

L’interprétation des résultats a été réalisée sur la base de la morphologie des colonies.
Les colonies noires a aspect sec ou rugueux ont été considérées comme productrices d’EPS,
tandis que les colonies rouges a surface lisse ont été interprétées comme faiblement

productrices ou non productrices (Guéhi et al., 2023 ; Abdel-Aziz et al., 2024).
5.5. Formation de biofilm

La capacité de formation de biofilm a été¢ déterminée selon la méthode de coloration au
cristal violet décrite par Stepanovic ef al. (2007). Chaque souche a été inoculée dans 5 mL de

bouillon MRS, puis incubée a 37 °C pendant 24 a 48 h en conditions statiques.

Apres incubation, le surnageant a été élimin¢ et les tubes ont été lavés trois fois avec du
PBS (pH 7,2) (Annexe 3). Le biofilm adhérent a ensuite été coloré avec 1 mL de cristal violet
a 0,1% pendant 15 min. L’excés de colorant a été éliminé, puis le colorant fixé a été solubilisé
al’aide de 1 mL d’éthanol a 96 %. L’absorbance a ensuite été mesurée a 570 nm a I’aide d’un

spectrophotometre.
5.6. Activité antioxydante

L’activité antioxydante des souches a ¢été évaluée par le test de piégeage du radical
DPPH. Les souches ont été cultivées dans du bouillon MRS a 37 °C pendant 18 a 24 h. Les
cellules ont ensuite été récupérées par centrifugation, lavées deux fois avec du PBS (pH 7,2—

7,4), puis remises en suspension a une concentration comprise entre 107 et 10° UFC/mL.

Un volume de 1 mL de suspension bactérienne a ¢ét¢ mélangé a 3 mL de solution de
DPPH (0,1-0,2 mM). Les mélanges ont été incubés a 1’obscurité pendant 30 min a
température ambiante. L’absorbance a ét¢ mesurée a 517 nm a 1’aide d’un spectrophotométre

UV-visible.

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH a été calculé selon la formule suivante :

% d’inhibition = Acontro’le — Ae’chantillon X 100

Acontro’le
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Ou : Acontolecorrespond a 1’absorbance de la solution de DPPH seule et Ac'chantiliond

I’absorbance du mélange contenant la suspension bactérienne.
6. Mise en évidence in vitro des propriétés probiotiques
6.1. Résistance aux conditions gastro-intestinales

6.1.1. Tolérance a ’acidité (pH 2-3)

La tolérance a I’acidité a été évaluée selon la méthode décrite par Zhao et al., 2023. Les
cultures bactériennes ont été récoltées par centrifugation a 6000 g pendant 10 min, puis lavées
deux fois avec du PBS (pH 7,4). Les culots cellulaires ont ensuite été remis en suspension

dans du PBS ajusté a pH 2,0 et pH 3,0 a I’aide de HCI 1 M.

Les suspensions ont été incubées a 37 °C pendant 2 a 3 h sous agitation modérée. La
viabilité bactérienne a été estimée par mesure de la densité optique (DOsoo) avant et apres

incubation. Le pourcentage de survie a été calculé selon la formule suivante :

A
Taux de survie (%) = =L %100
Ao

Ou : Aocorrespond a la densité optique (DOsoo) avant traitement et A:a la densité optique
apres exposition au stress (acidité, sels biliaires ou digestion simulée). Les souches présentant
un taux de survie supérieur a 80 % ont été considérées comme tolérantes a I’acidité (Zhao et

al., 2023).
6.1.2. Tolérance aux sels biliaires

La tolérance aux sels biliaires a été déterminée dans du bouillon MRS supplémenté en
oxgall a des concentrations de 0,1 %, 0,3 % et 0,5 % (p/v). Les souches ont ét¢ inoculées a

raison de 1 % (v/v), puis incubées a 37 °C. (Annexe 1).

La croissance bactérienne a été suivie par mesure de la densité optique a 600 nm aux
temps 0 h, 4 h, 8 h et 24 h. Le pourcentage de survie a été calculé selon la formule suivante :

Survie bactérienne (%) = A X 100

Ao
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Ou : Aoreprésente 1’absorbance du témoin et Al’absorbance mesurée en présence de sels

biliaires (Yao et al., 2025).
6.1.3.Etude de la résistance aux conditions gastro-intestinales simulées

La résistance aux conditions gastro-intestinales simulées a été évaluée selon le protocole

INFOGEST adapté de Minekus ef al. (2014) et Brodkorb et al. (2019).

La phase gastrique simulée (SGF) a été préparée a partir de NaCl et de pepsine porcine
(2000 U/mL), avec ajustement du pH a 3,0 a I’aide de HC1 1 M. Les cultures bactériennes ont
été mélangées au SGF dans un rapport 1:1 (v/v), puis incubées a 37 °C pendant 120 min sous

agitation a 95 rpm.

Aprés incubation, le milieu a été neutralisé a pH 7,0 a ’aide de NaOH 1 M. La phase
intestinale simulée (SIF) a été préparée a partir d’une solution électrolytique (Annexe 2),

complétée par de la trypsine (100 U/mL) et des sels biliaires a une concentration finale de 0,3
%.

Les suspensions ont ensuite ét¢ incubées a 37 °C pendant 2 a 4 h sous agitation douce. Toutes

les solutions ont été stérilisées par filtration sur membrane de 0,22 um.

La survie bactérienne a été évaluée par mesure de la densité optique a 600 nm avant et apres

chaque étape de digestion simulée.
7. Capacité d’adhésion
7.1. Hydrophobicité (test MATH)

L’hydrophobicité¢ de surface des souches a été déterminée par le test d’adhésion
microbienne aux hydrocarbures (MATH) selon la méthode décrite par Zhao et al., 2023. Les
cellules bactériennes ont été récoltées par centrifugation puis remises en suspension dans du

PBS (Annexe 2). La densité optique initiale de la suspension (Ao) a €té ajustée a environ 0,6 a

600 nm.

Trois millilitres de suspension bactérienne ont été mélangés séparément a 1 mL de
xyléne ou de chloroforme. Apres agitation au vortex pendant 2 min, les mélanges ont été

laissés au repos pendant 20 min afin de permettre la séparation des phases.

La densité¢ optique de la phase aqueuse résiduelle (A:) a ensuite été mesurée a 600

nm. Le pourcentage d’hydrophobicité a été calculé selon la formule suivante :
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Ag — At

Hydrophobicite” (%) = x 100

Ao

Ou : Ao représente 1’absorbance initiale et A ’absorbance aprés contact avec le solvant

Xu et al., 2023).

Selon Zhao et al., 2023, une hydrophobicité supérieure a 70 % est considérée comme

forte, comprise entre 30 % et 70 % comme modérée, et inférieure a 30 % comme faible.
7.2. Auto-agrégation

La capacité d’auto-agrégation a ¢été évaluée selon la méthode décrite par Zhao et al.,
2023. Les suspensions bactériennes ont été ajustées a une densité optique d’environ 0,5 a 600

nm (Ao) dans du PBS.

Les tubes ont été incubés a 37 °C sans agitation pendant 24 h. Des aliquotes de 100 pL
ont été prélevées dans la partie supérieure de la suspension apres 4 h et 24 h d’incubation afin

de mesurer 1’absorbance a 600 nm (A.).
Le pourcentage d’auto-agrégation a été calculé selon la formule suivante :

Auto-agrégation (%) = [ —ﬂ] x 100

Ao
Ou: Ao correspond a DI’absorbance initiale et A; a ’absorbance mesurée apres

incubation.
7.3. Co-agrégation

Le test de co-agrégation a été réalisé selon la méthode décrite par Abushelaibi et al. (2017).
Les souches probiotiques ont été cultivées dans du bouillon MRS pendant 18 h, puis
récupérées par centrifugation a 6000 rpm pendant 15 min. Les culots cellulaires ont ensuite

¢été remis en suspension dans du PBS .

Les souches indicatrices Escherichia coli ATCC 8739 et Staphylococcus aureus ATCC 6538
ont été préparées selon le méme protocole. Des volumes égaux de suspensions probiotiques et
pathogénes ont été mélangés puis homogeénéisés au vortex. L’absorbance initiale a été

mesurée a 560 nm.

Les mélanges ont été incubés a 37 °C pendant 4 h. Apres incubation, 0,5 mL du

surnageant a été transféré dans 1,5 mL de PBS, puis ’absorbance a été¢ mesurée a 560 nm.
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Le pourcentage de co-agrégation a ¢été calculé selon la formule décrite par

Moovendran Srinivash et al., 2023 :

Co-agre’ gation (%) = (1— ﬁ) x 100
Ao

8. Etude des critéres de sécurité des souches
8.1. Test d’hémolyse

L’activité hémolytique des souches a été évaluée sur gélose Columbia Blood Agar
supplémentée avec 5 % de sang de mouton. Les souches ont été ensemencées en surface, puis

incubées a 37 °C pendant 48 h.

L’interprétation des résultats a ¢été réalisée sur la base du type d’hémolyse observé
autour des colonies : B-hémolyse (hémolyse compléte), a-hémolyse (hémolyse partielle) et y-
hémolyse (absence d’hémolyse). Seules les souches présentant une y-hémolyse ont été

considérées comme stires pour une utilisation probiotique (EFSA, 2018 ; Yao et al., 2025).
8.2. Test de sensibilité aux antibiotiques

La sensibilité aux antibiotiques a été¢ déterminée par la méthode de diffusion sur disque

(Kirby-Bauer), conformément aux recommandations du CLSI et de ’EFSA.

Une suspension bactérienne a €té ensemencée uniformément a la surface d’une gélose
MRS. Des disques d’antibiotiques appartenant a différentes classes ont ensuite été déposés sur
le milieu. Chaque boite a recu sept disques d’antibiotiques, sélectionnés conformément aux

recommandations de PEFSA (2012).

Apres incubation a 37 °C pendant 24 a 48 h, les diametres des zones d’inhibition ont été
mesurés en millimetres. Les résultats ont €t¢ interprétés selon les critéres de sensibilité et de

résistance définis par ’EFSA (EFSA, 2018 ; EFSA, 2021).
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Tableau 4 : Antibiotiques utilisés pour I'évaluation de la sensibilité des souches par la

méthode de diffusion sur disque

Antibiotique Abréviation Charge du disque
Ampicilline AMP 10 nug
Streptomycine S 300 ug
Gentamicine GN 10 pg
Erythromycine E 15 pg
Kanamycine K 30 ug
Vancomycine VA 30 ng
Tétracycline TE 30 ug
Chloramphénicol C 30 ug

8.3. Activité antimicrobienne des isolats lactiques contre des souches pathogénes

L’activité antimicrobienne des souches de bactéries lactiques a été évaluée par la
méthode Spot-on-Lawn selon Hierro ef al., 2023. Les souches indicatrices Escherichia coli
ATCC 8739 et Staphylococcus aureus ATCC 6538 ont été cultivées puis ensemencées

uniformément a la surface d’une gélose Mueller-Hinton (MH) a 1’aide d’un écouvillon stérile.

Les cultures de bactéries lactiques ont été centrifugées afin d’obtenir des surnageants
exempts de cellules. Un volume de 20 uL de chaque surnageant a ¢té¢ déposé a la surface des

boites préalablement ensemencées avec les souches indicatrices.

Les boites ont ensuite été¢ incubées a 37 °C pendant 24 h. Apres incubation, les
diameétres des zones d’inhibition ont ét¢é mesurés en millimetres. La présence d’un halo
d’inhibition autour du dépot a été considérée comme indicative de I’activité antimicrobienne

des métabolites produits par les souches testées (Yadav et al., 2019 ; Hierro et al., 2023).
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9. Identification par les galeries API 50 CHL et API 20 STREP
9.1. Galerie API 50 CHL

Les souches bactériennes LB4, LA2 et VC2, sélectionnées sur la base de leur réaction
Gram positive ainsi que de leurs activités catalase et oxydase négatives, ont été identifiées a
I’aide du systétme commercial API 50 CHL associ¢é au milieu API 50 CHL Medium
(bioMérieux, Marcy-1"Etoile, France). Cette galerie standardisée permet d’évaluer I’utilisation
de 49 substrats glucidiques et d’établir un profil métabolique caractéristique des bactéries

lactiques.

L’identification a été réalisée conformément aux recommandations du fabricant. Les
souches pures ont été cultivées sur gélose MRS pendant 24 h a 37 °C. Une suspension
bactérienne a ensuite été préparée dans le milieu de suspension API jusqu’a obtention d’une
turbidité équivalente a 2 McFarland. Cette suspension a servi a I’inoculation des cupules de la
galerie API 50 CHL, lesquelles ont été recouvertes d’huile de paraffine stérile afin de garantir

des conditions d’incubation anaérobies.

Les galeries ont été incubées a 37 °C pendant 48 h, avec des lectures effectuées apres 24
h et 48 h d’incubation. La fermentation des hydrates de carbone a été¢ mise en évidence par le
virage du pourpre de bromocrésol du violet au jaune, tandis que I’hydrolyse de I’esculine s’est

traduite par ’apparition d’une coloration noire.

Les profils biochimiques obtenus pour les souches LB4, LA2 et VC2 ont été analysés a

I’aide de la plateforme UPBM (UPBM Identifieur) afin de déterminer leur identité

taxonomique.
9.2. Identification par galerie API 20 STREP

L’identification complémentaire de certaines souches a été réalisée a 1’aide de la

galerie API

20 STREP (bioMérieux, Marcy-I’Etoile, France), un systéme standardisé destiné a la
caractérisation biochimique des bactéries appartenant notamment aux genres Enterococcus et
Streptococcus. Cette galerie comprend 20 microtests permettant d’évaluer 1’utilisation de
différents glucides ainsi que diverses activités enzymatiques, notamment la production

d’acétoine (test VP) et I’activité arginine dihydrolase.

Huit souches présumées appartenir au genre Enterococcus (LC3, LC9, LC10, FA3,

FA6, LCT1) ont été¢ soumises a cette analyse. Les galeries ont été¢ inoculées conformément

42

——
| —


https://lab.upbm.org/identifieur/?utm_source=chatgpt.com

Materiels et Méthodes

aux recommandations du fabricant puis incubées a 37 °C.

Aprés 4 h d’incubation, les réactifs VP1, VP2, NIN, ZYMA 1 et ZYMA 2 ont été
ajoutés dans les cupules correspondantes. Une premicre lecture a été effectuée apres 10 min,
suivie d’une seconde lecture aprés 24 h d’incubation. Les changements de coloration observés
ont été interprétés selon le guide du fabricant afin d’établir le profil biochimique de chaque

souche et de permettre leur identification (bioMérieux) .
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Résultat et Discussion

1. Isolement et purification des bactéries lactiques
1.1. Résultats d’isolement

Apres incubation a 37 °C pendant 48 a 72 heures en conditions microaérophiles, des
colonies présentant des caractéristiques morphologiques typiques des bactéries lactiques ont
¢été observées sur les deux milieux gélosés utilisés. Au total, 46 isolats ont été retenus sur la
base de leur coloration Gram positive (Annexe 3), de 1’absence d’activité catalase et de la
réaction oxydase négative, conformément aux critéres de présélection des bactéries lactiques

¢tablis par (Goa et al., 2022).

Ces 46 isolats de bactéries lactiques ont été obtenus a partir des différents échantillons
analysés. La répartition des souches selon leur origine est présentée comme suit : le lait de
vache fermenté provenant d’Ain Témouchent constitue la source la plus productive avec 11
souches isolées, suivi du Lben de Chlef (10 souches). Le lait de vache fermenté de Chlef a
permis I’obtention de sept souches, tandis que le lait de brebis de Biskra et le fromage frais
d’Ain Témouchent ont fourni chacun six isolats. Enfin, le fromage frais d’Oran, le lait de
chamelle de Touggourt ainsi que le Lben d’Ain Témouchent ont contribué chacun a hauteur

de deux isolats.

Tableau S : Répartition des isolats selon la source d’échantillonnage, la région d’origine et le

milieu d’1solement

Source Région Milieu MRS | Milieu M17 | Total isolats
Lait de vache fermenté | Ain Témouchent 7 4 11
Lben Chlef 6 4 10
Lait de vache fermenté Chlef 4 3 7
Lait de brebis Biskra 4 2 6
Fromage frais Ain Témouchent 3 3 6
Fromage frais Oran 1 1 2
Lait de chamelle Touggourt 1 1 2
Lben Ain Témouchent 1 1 2

([« )



Résultat et Discussion

2. Caractéristiques morphologiques
2.1. Examen macroscopique

L’examen macroscopique des isolats cultivés sur milieux solides et liquides a mis en

évidence des profils de croissance caractéristiques des bactéries lactiques (BL).

En milieu liquide, une turbidité homogeéne, nettement distincte du témoin négatif, a été
observée dans I’ensemble des tubes d’incubation, traduisant une activité métabolique active

ainsi qu’une prolifération cellulaire soutenue.

Sur milieux gélosés, les isolats ont présent¢ une diversit¢é morphologique
macroscopique importante, caractérisée par plusieurs types coloniaux : des colonies
circulaires, bombées, lisses, de coloration blanchatre et a contours réguliers ; des colonies de
grande taille, convexes, blanchatres et bien délimitées ; de petites colonies rondes, lisses et
blanches ; ainsi que de trés petites colonies translucides. L’analyse macroscopique des
colonies a porté sur plusieurs critéres morphologiques, notamment la couleur, la forme, la
taille, 1’¢1évation et la texture. Ces parameétres constituent des critéres fondamentaux dans la
sélection préliminaire des bactéries lactiques (BL) (Hatami et al, 2022, cité¢ dans (Anjum ef

al., 2023)).

Figure 6 : Résultats de 1’isolement des bactéries lactiques sur milieu mixte (MRS—M17) apres

48 h d’incubation
2.2. Examen microscopique

L’observation microscopique a permis de mettre en ¢vidence deux morphotypes
cellulaires principaux parmi les isolats. Le premier correspond a des bacilles courts ou
allongés, observés isolément, en amas ou en palissades. Le second est constitu¢ de coques
disposées en paires, en tétrades, en amas ou en courtes chaines. Les bactéries lactiques (BL)

se caractérisent par leur nature Gram positive et par une morphologie pouvant se présenter
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sous forme de coques ou de batonnets (Mokoena, 2017, cité¢ dans Stephen et Saleh, 2023).
Ces observations concordent avec la description classique des BL, considérées comme des

microorganismes immobiles et asporulés (Huligere ef al., 2023).

Figure 7 : Observation microscopique des souches Lactiplantibacillus plantarum (LB4) et

Lacticaseibacillus rhamnosus (LA2) aprés coloration simple, a un grossissement de Gx100
3. Conservation des souches

L’ensemble des souches isolées a été conservé avec succes a —20 °C dans du bouillon
MRS additionné de 18 % (v/v) de glycérol, conformément au protocole décrit par (Kaur et
al., 2023). Les tests de viabilité réalisé€s par repiquage sur gélose MRS ont montré une reprise
normale de la croissance apres décongélation pour toutes les souches. Aucune modification
morphologique ou culturale n’a été observée, ce qui indique une bonne stabilité des isolats

ainsi qu’une conservation efficace de leurs caractéristiques durant la période d’étude.
4. Identification biochimiques et physiologiques des isolats

Cette section regroupe I’ensemble des tests biochimiques et physiologiques réalisés afin
de caractériser les isolats et de confirmer leur appartenance au groupe des bactéries

lactiques.

L’identification repose sur une approche polyphasique combinant des critéres
phénotypiques, métaboliques et physiologiques permettant une différenciation fiable des

souches étudiées (Safi, 2023).
4.1. Test de Gram (KOH)

L’ensemble des isolats retenus a présenté une réaction Gram positive au test au KOH a

3 %. Seules les souches Gram positives présentant une morphologie de coques ou de bacilles
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ont été conservées pour la suite de I’identification phénotypique. Les isolats se caractérisaient
par une morphologie bacillaire, une réaction Gram positive ainsi que 1’absence d’activité
catalase, confirmant leur appartenance au groupe des bactéries lactiques (Huligere et al.,

2023).
4.2. Test de catalase

Toutes les souches testées ont présenté une réaction catalase négative, mise en évidence
par I’absence d’effervescence aprés 1’ajout de peroxyde d’hydrogeéne (H20:). Les bactéries
lactiques sont reconnues pour étre catalase négatives et oxydase négatives (Mokoena, 2017,
Stephen et Saleh, 2023). Ce résultat confirme 1’absence de 1’enzyme catalase, caractéristique
biochimique essentielle permettant de différencier les bactéries lactiques d’autres groupes

bactériens (Huligere ef al., 2023).
4.3. Test d’oxydase

L’ensemble des isolats s’est révélé oxydase négatif, traduisant I’absence de I’enzyme
cytochrome oxydase. Ce résultat est cohérent avec le profil métabolique des bactéries
lactiques, lesquelles ne posseédent pas de chaine respiratoire compléte. Les bactéries lactiques
sont caractérisées par leur nature Gram positive ainsi que par des réactions négatives a la

catalase et a ’oxydase (Mokoena, 2017, Stephen et Saleh, 2023).
4.4. Type fermentaire

Le type fermentaire a été¢ déterminé a 1’aide d’un milieu liquide équipé d’une cloche de
Durham. Aucune des souches étudiées n’a produit de gaz, ce qui permet de les classer comme

homofermentaires.

Les bactéries lactiques homofermentaires produisent principalement de 1’acide lactique
a partir du glucose via la voie glycolytique d’Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), tandis que
les bactéries lactiques hétérofermentaires utilisent conjointement les voies EMP et
phosphocétolase (PKP), entrainant la production de sous-produits tels que 1’acétate, le CO-,

I’éthanol ou le mannitol lors de la fermentation du fructose (Stephen et Saleh, 2023).
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Figure 8 : Croissance de quelques souches homofermentaires dans le milieu liquide MRS
4.5. Croissance a différentes températures

La tolérance thermique constitue un critére taxonomique important permettant de
différencier les bactéries lactiques mésophiles des thermophiles. Les isolats ont été testés a
différentes températures (4, 10, 37, 45 et 50 °C) (Huligere et al, 2023). Dans la présente
étude, toutes les souches ont montré une croissance a 30 °C. La majorité a également présenté
une croissance a 15 °C et a 45 °C, tandis que certaines souches ont montré une croissance plus
limitée selon les températures testées. Au total, 52 souches ont démontré une capacité de

croissance sur ’ensemble de la gamme thermique évaluée.

Les souches capables de croitre a 45 °C sont considérées comme thermophiles, tandis
que celles présentant une croissance optimale autour de 30 °C sont classées comme

mésophiles (Huligere ef al., 2023 ; Safi, 2023).

Figure 9 : Résultats du test de croissance de quelques souches bactériennes a différentes

températures dans le milieu liquide MRS
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4.6. Croissance a différents pH

La capacité de croissance des isolats a été évaluée a pH 4,4 et pH 9,6. La majorité des
souches a montré une croissance a pH 4,4. Une proportion importante s’est également

développée a pH 9,6.

Certaines especes appartenant au genre Enterococcus sont capables de survivre dans une
large gamme de pH, allant de 2,0 4 9,5, et la croissance observée a pH 9,6 est fréquemment

associée a ce genre (Safi, 2023).

Figure 10 : Croissance de quelques souches bactériennes dans le milieu liquide MRS a pH

4,4etapH9,6
4.7. Croissance a différentes concentrations en NaCl

Les souches ont été testées en présence de 4 % et 6,5 % de NaCl. La majorité d’entre
elles a montré une bonne tolérance aux deux concentrations salines. La capacité de I’ensemble
des isolats a résister a des concentrations élevées en NaCl (4 a 6,5 %) témoigne de leur
aptitude a survivre dans des conditions environnementales défavorables (Jha et al., 2022).
Cette tolérance est notamment caractéristique des genres Enterococcus et Pediococcus, tandis
que les genres Lactococcus et Streptococcus sont généralement plus sensibles a de fortes

concentrations salines (Ndiaye et al., 2024).
4.8. Test de sporulation

L’examen microscopique des 46 isolats apres coloration de Schaeffer-Fulton n’a révélé
la présence d’aucun endospore. Toutes les cellules observées présentaient une coloration
rouge a rose, correspondant aux cellules végétatives, sans présence de structures vertes intra-

ou extracellulaires caractéristiques des spores. Ainsi, I’ensemble des isolats (100 %) a été
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identifi¢ comme non sporulant.

Ce résultat est conforme aux caractéristiques phénotypiques des bactéries lactiques,
connues pour étre des bactéries Gram positives non sporulantes. L’absence de sporulation
confirme I’appartenance probable des souches étudiées au groupe des bactéries lactiques et
permet d’exclure la présence de bactéries sporulantes telles que les genres Bacillus et
Clostridium. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Huligere et al., (2023) et
Ndiaye et al., (2024), qui ont également observé 1’absence d’endospores chez des bactéries

lactiques isolées de produits fermentés traditionnels
5. Etude des caractéristiques biotechnologiques
5.1. Pouvoir acidifiant

L’activité acidifiante constitue 1’une des fonctions majeures des bactéries lactiques et
joue un role déterminant dans la coagulation du lait. Ce processus peut résulter soit de la
fermentation du lactose en acide lactique, entrainant une diminution du pH et la coagulation
du lait, soit de [D’intervention de systémes enzymatiques, notamment des enzymes

protéolytiques, contribuant indirectement a ce phénomene.

Ce test permet une estimation qualitative de I’activité acidifiante. Un résultat positif se
manifeste par un changement de coloration du milieu, passant du pourpre au jaune, en raison
de I’acidification liée a la production d’acide lactique. Cette réaction s’accompagne également
de I’apparition d’un halo jaunatre autour des colonies préalablement ensemencées en stries ou
en plages. La lecture des résultats est réalisée apres une incubation de 24 a 48 heures a 30 °C

(Guiraud, 1998).

Selon Bourgeois et Larpent, (1996), 1’acidité titrable correspond a I’expression de

’acidité développée dans le lait a la suite de la fermentation du lactose en acide lactique.

Dans la présente étude, les conditions de fermentation ont été maintenues identiques
pour I’ensemble des souches. Par conséquent, les différences observées au niveau du pouvoir
acidifiant reflétent la spécificité intrinséque de chaque souche. Cette variabilité inter-souches
a également ¢été rapportée par (Badis et al., 2004), soulignant que 1’activité acidifiante dépend

fortement du potentiel métabolique propre a chaque isolat.
5.2. Etude de I’activité protéolytique

Les résultats obtenus révelent une importante variabilité de 1’activité protéolytique entre

les souches, traduisant des capacités enzymatiques différenciées. En effet, certaines souches
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présentent une activité élevée (+++), tandis que d’autres affichent une activité moyenne (++),
faible (+) ou nulle (—). Cette hétérogénéité est en accord avec les travaux de (Giraffa et al.,
2001) et (Domingos et al., 2017), qui ont mis en évidence que le pouvoir protéolytique des
bactéries lactiques constitue un caractére fortement variable, aussi bien entre espeéces qu’au

sein d’une méme espece.

Sur le plan technologique, 1’activité protéolytique représente une fonction majeure chez
les bactéries lactiques. Le systeéme protéolytique assure I’hydrolyse des protéines du lait en
peptides et en acides aminés, indispensables a la croissance bactérienne dans des milieux
pauvres en azote assimilable. Par ailleurs, cette activité contribue de maniére significative au
développement des caractéristiques sensorielles des produits fermentés, notamment la texture,

I’arOme et la saveur.

En outre, les peptides issus de I’hydrolyse protéique peuvent présenter diverses
propriétés  biologiques, telles que des activités antihypertensives, antioxydantes,
immunomodulatrices ou antimicrobiennes, conférant ainsi une valeur fonctionnelle aux
aliments fermentés. Ainsi, les souches présentant une activité protéolytique élevée pourraient
étre valorisées en tant que cultures starters ou candidates probiotiques, en raison de leur
potentiel a améliorer a la fois les qualités nutritionnelles et sensorielles des produits

fermentés.

Enfin, I’apparition d’une coloration jaunatre du milieu traduit une acidification, associée

a la production d’acide lactique, reflétant ainsi I’activité acidifiante des souches étudiées.

Figure 11 : Résultats de test de 1’activité protéolytique et acidifiante de quelques souches

testées
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Tableau 6 : Répartition des souches selon leur niveau d’activité protéolytique et acidifiante

Niveau d’activité Souches
Activité élevée (+++) VAIll, VCI1, VC2, FA1, FA6, FO1
Activité moyenne (++) VA1, VA2, VA3, VA4, VA6, LB1, LCT1
Activité faible (+) VA9, LC6, VC3, LAl
Activité nulle (-) VAS

5.3. Etude de I’activité lipolytique

L'activité lipolytique a été recherchée sur milieu MRS supplémenté en Tween 80 (1 %
v/v). Les souches ont été inoculées a la surface du milieu puis incubées a 37 °C pendant 24 a
48 h. Aucune modification macroscopique n'a été observée autour des colonies apres
incubation, notamment sous forme de halos opaques, de précipités cristallins ou de zones
d'éclaircissement. Ainsi, 1'ensemble des 46 souches testées s'est révélé dépourvu d'activité
lipolytique.

Ces résultats sont cohérents avec ceux rapportés par Pakroo et al. (2022), qui ont
observé l'absence d'activités lipolytique, protéolytique et amylolytique chez plusieurs
bactéries lactiques isolées de produits fermentés traditionnels, suggérant leur aptitude a étre
utilisées dans les fermentations alimentaires sans altérer la qualité des produits. De méme,
Bouchibane er al. (2023) ont montré que la majorité des bactéries lactiques isolées de
produits laitiers artisanaux algériens étaient dépourvues d'activité lipolytique, seules quelques
souches présentant une hydrolyse notable des lipides. Des observations similaires ont été
rapportées par Bensoltane et al. (2022) lors de I'évaluation du potentiel biotechnologique de

souches de bactéries lactiques isolées de différentes sources laitieres algériennes.

L'absence d'activité lipolytique est généralement considérée comme un caractére
technologique favorable pour les cultures starter et les souches probiotiques, car elle limite
I'hydrolyse excessive des matiéres grasses susceptible d'entrainer l'apparition de composés
responsables d'altérations organoleptiques indésirables. Ce résultat constitue ainsi un élément
supplémentaire en faveur de l'innocuité et de l'aptitude technologique des souches étudiées

pour des applications alimentaires potentielles.
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Ces résultats suggérent que ces souches pourraient présenter un intérét technologique

potentiel pour les applications fermentaires et la valorisation des produits laitiers.
5.4. Etude de la production des exopolysaccharides (EPS)

Les exopolysaccharides (EPS) jouent un role important dans les propriétés
immunomodulatrices des bactéries lactiques et contribuent également aux caractéristiques
technologiques des produits laitiers fermentés, notamment la texture et la viscosité (Zannini
et al., 2016). Ainsi, leur production constitue un critére fonctionnel essentiel dans la sélection

des souches a potentiel probiotique (Tiwari et Srivastava, 2008).

Les résultats obtenus sur gélose Rouge Congo ont mis en évidence une variabilité
importante de la capacité¢ de production d’EPS et de formation de biofilm entre les souches
étudiées. Certaines souches ont présenté des colonies noires a aspect rugueux, indiquant une
forte production d’exopolysaccharides et une capacité élevée de formation de biofilm. A
I’inverse, d’autres souches ont développé des colonies rouges et lisses, traduisant une

production d’EPS limitée.

Ces observations suggerent que les souches présentant une forte production d’EPS
pourraient posséder un meilleur potentiel d’adhésion et de colonisation des surfaces

biologiques, renforgant ainsi leur intérét en tant que candidates probiotiques.
5.5. Production de biofilm

Les résultats obtenus par la méthode au cristal violet mettent en évidence une variabilité
importante de la capacité de formation de biofilm entre les souches étudiées. La souche LC6
présente la valeur d’absorbance la plus ¢élevée a 570 nm (0,807), indiquant une forte capacité
de formation de biofilm. A I’inverse, les souches VA1 et LC8 (Enterococcus faecium)
présentent des valeurs faibles (0,097 et 0,072), suggérant une capacité d’adhésion limitée. Les
souches FO2, FA3 (Lactococcus lactis subsp. cremoris) et LB6 affichent également de faibles

niveaux de biofilm, traduisant une production réduite de matrice extracellulaire.

Ces résultats mettent en évidence 1’hétérogénéité des propriétés d’adhésion et de
production de substances extracellulaires chez les bactéries lactiques étudiées. Cette
variabilité inter-souches est largement rapportée dans la littérature et constitue une
caractéristique majeure des bactéries lactiques. Ainsi, Yao et al. (2025) ont montré que, parmi
90 isolats de bactéries lactiques issus d’aliments fermentés traditionnels, seules huit souches
présentaient une forte capacit¢ de formation de biofilm, confirmant I’existence d’une

importante diversité phénotypique au sein de ce groupe bactérien.
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Les faibles valeurs observées pour les souches d’Enterococcus faecium sont cohérentes
avec les travaux de Schaffer et Hutchison (2023) ainsi que de Nair ez al. (2024), qui ont
rapporté¢ une forte variabilité¢ de la capacité de formation de biofilm chez les entérocoques.
Ces auteurs soulignent que cette propriété dépend non seulement de la souche mais également

des conditions environnementales et de I’expression de facteurs d’adhésion spécifiques.

De méme, la faible capacité de formation de biofilm observée chez la souche FA3
(Lactococcus lactis subsp. cremoris) est en accord avec les résultats de Radziwill et al.
(2016), qui ont montré que [’adhésion de cette sous-espéce dépend de déterminants
moléculaires de surface spécifiques. L’absence ou la faible expression de ces facteurs peut

expliquer les faibles niveaux d’adhésion observés chez certains isolats.

Par ailleurs, plusieurs études ont démontré que certaines especes de bactéries lactiques,
notamment Lacticaseibacillus rhamnosus et Lactiplantibacillus plantarum, possedent
généralement une aptitude ¢élevée a former des biofilms. Rezaei ef al. (2021) ont montré que
ces especes développent des biofilms capables de renforcer leur activité antagoniste vis-a-vis
de microorganismes pathogénes. De méme, Huijboom ez al. (2024) ont souligné que la
structure du biofilm et la résistance au stress chez L. plantarum sont fortement influencées par
les caractéristiques propres a chaque souche. Yao et al. (2025) ont également identifi¢ un
isolat de Lactiplantibacillus plantarum parmi les meilleurs producteurs de biofilm issus de

produits fermentés traditionnels.

Concernant les souches du genre Leuconostoc, la littérature rapporte également une
importante diversité phénotypique. Joshi ef al. (2026) ont mis en évidence des différences
significatives entre isolats quant a la production d’exopolysaccharides (EPS), a I’architecture
du biofilm et aux mécanismes d’assemblage de la matrice extracellulaire. Ces observations
confirment que la capacité de formation de biofilm est un caractere fortement dépendant de la

souche.

Enfin, la formation de biofilm est considérée comme un avantage adaptatif majeur pour
les bactéries lactiques. Selon Mgomi et al. (2023), les biofilms favorisent la persistance des
bactéries dans différents environnements, améliorent leur résistance aux stress et renforcent
leur potentiel antimicrobien. Ainsi, les souches présentant une forte capacité de formation de
biofilm pourraient étre particulierement intéressantes pour des applications probiotiques ou
technologiques, en raison de leur meilleure aptitude a coloniser les surfaces et a survivre dans

des conditions environnementales défavorables.
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Tableau 7 : Evaluation de la formation de biofilm des souches sélectionnées par la méthode

de coloration au cristal violet (OD 570)

Souche ODS570
LC6 0.807
VAIl 0.097
LC8 0.072
FO2 0.045
FA3 0.03
LB6 0.021

5.6. Pouvoir antioxydant

L’activité antioxydante des souches étudiées, évaluée par la méthode du radical libre
DPPH décrite par (Brand-Williams er al, 1995), a mis en évidence une variabilité
importante entre les isolats. Les pourcentages d’inhibition obtenus révelent des différences

significatives dans la capacité des souches a neutraliser les radicaux libres.

Parmi les souches testées, FO1 (93,5 %), LB6 (93,4 %) et FA1 (89,4 %) présentent les
activités antioxydantes les plus élevées, traduisant une forte capacité de piégeage des especes
radicalaires. A ’inverse, les souches LB3 (12,8 %) et VC2 (Levilactobacillus brevisl). (27,4
%) affichent des activités nettement plus faibles. La souche VA10 présente une activité

intermédiaire (59,3 %), indiquant un potentiel antioxydant modéré. (Annexe 5).

Ces résultats suggerent que certaines bactéries lactiques possédent des mécanismes
efficaces de neutralisation du stress oxydatif, probablement liés a la production de métabolites
bioactifs et de composés capables de réduire les espéces réactives de 1’oxygeéne. La méthode
DPPH, largement utilisée pour 1’évaluation de D’activité antioxydante, a été initialement
décrite par (Brand-Williams ez al., 1995) et demeure une référence dans ce type d’analyses.
Ces observations sont en accord avec plusieurs études rapportant le potentiel antioxydant de

certaines bactéries lactiques présentant un intérét technologique et probiotique.
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Activité antioxydante des souches étudiées
(Méthode DPPH)
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Tableau X, Activité antioxydante des souches étudiées (DPFPH).

Figure 12 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par les souches sélectionnées
6. Evaluation des propriétés probiotiques in vitro
6.1. Résistance aux conditions gastro-intestinales

L’évaluation du potentiel probiotique constitue une étape essentielle dans le processus
de sélection des bactéries lactiques destinées a des applications fonctionnelles. Pour qu’une
souche soit considérée comme probiotique, elle doit répondre a un ensemble de critéres
fonctionnels établis par les organismes scientifiques internationaux, notamment la FAO et

I’OMS (Hill et al., 2014).

\

Parmi ces critéres, la capacité a survivre aux conditions physiologiques du tractus
gastro-intestinal représente un facteur déterminant, car elle conditionne directement la
viabilit¢ des microorganismes et leur aptitude a atteindre leur site d’action en quantité

suffisante pour exercer leurs effets bénéfiques (Campana et al., 2017).

Par ailleurs, la révision taxonomique récente du genre Lactobacillus a permis une
caractérisation plus précise des especes présentant un intérét probiotique (Zheng et al., 2020).
Dans ce contexte, 1’évaluation de la résistance aux conditions gastro-intestinales constitue un
critetre fondamental pour [I’identification et la sélection de souches potentiellement

probiotiques.
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Les résultats présentés dans les sous-sections suivantes permettent d’apprécier la
capacité des souches isolées a résister aux contraintes physiologiques rencontrées au cours du

transit digestif et d’évaluer leur potentiel probiotique in vitro.
6.1.1. Tolérance a ’acidité

La résistance a 1’acidité gastrique constitue 1’'un des critéres fondamentaux dans la
sélection des souches probiotiques, puisqu’elle conditionne leur capacité a survivre au
passage dans 1’estomac et a atteindre I’intestin en quantité suffisante pour exercer leurs effets
bénéfiques (Sivamaruthi et al., 2019). Dans la présente ¢tude, les résultats obtenus mettent
en évidence une variabilité importante de la tolérance a ’acidité entre les souches testées,

confirmant le caractére fortement souche-spécifique de cette propriété.

Parmi les 45 souches évaluées, 66,67 % ont conservé leur viabilité aprés 3 heures
d’incubation en milieu acide, tandis que 40 % ont présenté une trés bonne capacité de survie.
A pH 3, les taux de survie les plus élevés ont été observés chez les souches VC2
(Levilactobacillus brevisl) (154,40 %), LA1 (151 %) et FA3 (104 %). Lorsque les conditions
ont été¢ rendues plus séveres a pH 2, les souches FA3 (Lactococcus lactis subsp. cremoris),
LA1, LB6, FA1l et VC2 (Levilactobacillus brevisl) ont maintenu des taux de survie
particulierement élevés, atteignant respectivement 153,33 %, 136,99 %, 133,33 %, 133,33 %
et 104,17 %. A I’inverse, les souches VA9 et VC6 se sont révélées plus sensibles au stress

acide, avec des taux de survie respectifs de 21 % et 25 %.(Annexe 4).

Ces résultats sont cohérents avec ceux rapportés par Kim et al. ( 2022), qui ont montré
que la survie des bactéries lactiques en conditions acides dépend a la fois du pH du milieu, de
la durée d’exposition et des caractéristiques intrinseques de chaque souche. De méme, (Chen
et al., 2025) ont observé chez Lactiplantibacillus plantarum L1168 un taux de survie de 65,61
% apH 3, démontrant une bonne adaptation aux conditions gastro-intestinales simulées. Cette
observation rejoint les performances enregistrées pour plusieurs souches de la présente étude,

notamment VC2 (Levilactobacillus brevisl), LAl et FA3.

Par ailleurs, Mirzaei et al. (2023) ont rapporté une excellente résistance de
Lactiplantibacillus plantarum et Lacticaseibacillus rhamnosus a pH 2, avec une diminution
limitée de la charge bactérienne aprés 120 minutes d’exposition. Cette résistance a été
attribuée a la capacité de ces bactéries a former des biofilms protecteurs limitant les effets
déléteéres du stress acide. Dans notre étude, les souches Lactiplantibacillus plantarum (LB4)

et Lacticaseibacillus rhamnosus (LA2) ont également montré une bonne résistance aux
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conditions acides, ce qui confirme le potentiel probiotique reconnu de ces especes.

Selon Hassan et al. (2023), la survie des bactéries lactiques a faible pH repose sur
plusieurs mécanismes adaptatifs, notamment le maintien de I’homéostasie du pH
intracellulaire, 1’activation des systémes d’expulsion des protons, la modification de la
composition membranaire et la synthése de protéines de réponse au stress. Ces mécanismes
pourraient expliquer les taux de survie élevés observés chez les souches FA3, LA1, LB6, FA1

et VC2 .

Nos résultats concordent également avec ceux de Grygorenko et al. (2024), qui ont
rapporté que plus de 88 % des souches étudiées conservaient une viabilité supérieure a 75 %
aprés trois heures d’exposition a pH 2,5. Cette étude souligne I’importance des mécanismes

physiologiques d’adaptation dans la résistance gastrique des bactéries lactiques.

Dans I’ensemble, les souches FA3 (Lactococcus lactis subsp. cremoris), LA1, LB6,
FA1 et VC2 (Levilactobacillus brevisl) apparaissent comme les plus prometteuses au regard
de leur forte résistance au stress acide. Cette propriété constitue un atout majeur pour leur
sélection en tant que candidates probiotiques, puisque leur capacité a survivre aux conditions
gastriques représente une €tape essentielle pour 1’expression de leurs effets bénéfiques au

niveau intestinal.

Taux de survie des bactéries lactiques a pH 3 et pH 2
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Figure 13 : Pourcentage de survie de quelques souches sélectionnées aprés exposition a des

conditions acides (pH 2 et pH 3)
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6.1.2. Tolérance aux sels biliaires

La tolérance aux sels biliaires constitue un critére essentiel dans la sélection des souches
probiotiques, puisque les concentrations physiologiques de bile présentes dans 1’intestin
humain varient généralement entre 0,3 % et 0,5 % (Wan et al., 2019). La capacité des
bactéries lactiques a résister a ces conditions est déterminante pour leur survie, leur
implantation et 1’expression de leurs effets bénéfiques dans le tractus intestinal (Gueimonde

et al., 2013).

Les résultats obtenus aux différents temps d’incubation (4 h, 8 h et 24 h) montrent que
les souches étudiées ont présenté des niveaux de résistance variables en présence de
concentrations croissantes de sels biliaires (0,1 %, 0,3 % et 0,5 %). Cette variabilité confirme
que la tolérance a la bile constitue une propriété¢ fortement dépendante de la souche. Malgré
I’effet inhibiteur des sels biliaires, plusieurs isolats ont maintenu une viabilité satisfaisante,

témoignant de leur capacité a s’adapter aux conditions intestinales simulées. (Annexe 4).

Les résultats de la simulation gastro-intestinale réalisée selon le protocole INFOGEST
ont également mis en évidence des différences significatives entre les souches quant a
leur aptitude a survivre aux phases gastrique et intestinale successives. La souche FOI a
présenté la meilleure survie apres exposition aux conditions digestives simulées, tandis que la
souche LC6 a également conservé une viabilité ¢élevée. Cette résistance suggere la présence de
mécanismes adaptatifs efficaces permettant de faire face simultanément au stress acide, a

’action des enzymes digestives et a I’effet détergent des sels biliaires.

La forte viabilité observée chez la souche FO1 pourrait étre liée a plusieurs mécanismes
physiologiques, notamment des modifications de la composition membranaire, I’activation de
systémes de réponse au stress, la synthése de protéines protectrices ou encore la présence
d’enzymes telles que les hydrolases des sels biliaires (BSH), fréquemment impliquées dans la

détoxification des sels biliaires chez les bactéries probiotiques (Gueimonde et al., 2013).

A Tinverse, la souche FA3 (Lactococcus lactis subsp. Cremoris) a montré une
diminution plus importante de sa viabilit¢ aprés 24 heures d’exposition, suggérant une
sensibilit¢ plus élevée aux conditions digestives simulées. Cette réduction pourrait étre
attribuée a une moindre capacité d’adaptation aux stress combinés induits par ’acidité

gastrique et les sels biliaires.

Les résultats obtenus sont en accord avec ceux rapportés par (Minekus ez al., 2014) et

(Brodkorb et al., 2019), qui ont démontré que les bactéries lactiques capables de résister aux
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conditions digestives simulées conservent généralement une viabilité suffisante pour atteindre
I’intestin et exercer leurs effets probiotiques. De méme, (Argyri et al., 2013) ont observé que
plusieurs souches appartenant aux genres Lactobacillus, Lactiplantibacillus et Leuconostoc
maintenaient une forte viabilité apres exposition aux conditions gastro-intestinales simulées.
Par ailleurs, (Franz et al., 2011) ont montré que certaines souches d’Enterococcus faecalis
possédent une remarquable capacité de survie dans les environnements digestifs grace a leurs

mécanismes d’adaptation physiologique.

Dans I’ensemble, les résultats obtenus indiquent que les souches FO1 et LC6 présentent
une bonne résistance aux conditions gastro-intestinales simulées. Cette propriété constitue un
critére majeur en faveur de leur sélection comme candidates probiotiques, puisqu’elle favorise
leur survie durant le transit digestif et leur permet potentiellement d’atteindre I’intestin en

quantité suffisante pour exercer leurs effets bénéfiques sur I’hote.

Tolérance des souches étudiées a 0,1 % d'Oxgall (sels biliaires) (DOsoo)
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Figure 14 : Tolérance des souches étudiées a 0,1 % de sels biliaires (OD600)
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Tolérance des souches étudiées a 0,3 % de sels biliaires (DOsoo)
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Figure 15 : Tolérance des souches étudiées a 0,3% de sels biliaires (OD600)
Tolérance des souches étudiées a 0,5 % d'Oxgall (sels biliaires) (DOsoo)
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Figure 16 : Tolérance des souches étudiées a 0,5 % de sels biliaires (OD600)
6.1.3.Simulation gastro-intestinale (modele INFOGEST)

L’¢évaluation séparée de la résistance a [’acidit¢ et aux sels biliaires fournit des
informations importantes sur le potentiel probiotique des bactéries lactiques. Toutefois, ces
essais ne reproduisent pas fidélement la succession des contraintes physiologiques rencontrées
au cours du transit digestif. Dans ce contexte, les modeles de digestion in vitro permettent une

¢évaluation plus réaliste de la survie bactérienne en reproduisant de manicre séquentielle les
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phases gastrique et intestinale du tractus gastro-intestinal (Minekus ez al., 2014).

Le protocole INFOGEST, reconnu comme la méthode de référence internationale pour
la simulation de la digestion gastro-intestinale, repose sur un mode¢le statique standardisé
comprenant les phases orale, gastrique et intestinale, avec I utilisation d’enzymes
physiologiquement représentatives telles que la pepsine et la pancréatine (Brodkorb et al.,
2019). Cette approche permet d’obtenir une vision globale de la robustesse des souches face

aux différentes contraintes digestives et d’évaluer plus précisément leur potentiel probiotique.

Les résultats obtenus révelent des différences significatives entre les souches étudiées
quant a leur capacité a résister aux conditions digestives simulées. Lors de 1’exposition a la
pepsine, les souches LC3 (175 %), LB6 (155,5 %), LO1 (152,6 %) et LC6 (107,6 %) ont
présenté les taux de survie les plus €levés, traduisant une excellente résistance aux conditions
gastriques simulées. La souche LA1 a montré une survie modérée de 63,6 %, tandis que la
souche FA3 (Lactococcus lactis subsp. cremoris) a enregistré le taux de survie le plus faible

(48,8 %), indiquant une sensibilité¢ plus marquée a 1’action de la pepsine.

Concernant la phase intestinale simulée, les souches LC3 (150 %) et LC6 (141,8 %) ont
présenté les taux de survie les plus élevés apreés exposition a la trypsine. Ces valeurs
supérieures a 100 % suggerent non seulement une bonne résistance au stress enzymatique,
mais également le maintien d’une activité métabolique favorable au cours de 1’incubation. La
souche LO1 a également montré une bonne tolérance avec un taux de survie de 87,0 %, tandis

que LB6 a conservé une viabilité satisfaisante de 60,8 %. En revanche, les souches LA1 (41,8

%) et FA3 (Lactococcus lactis subsp. Cremoris) (13,8 %) ont présenté les plus faibles
pourcentages de survie, traduisant une sensibilit¢ accrue a I’action protéolytique de la

trypsine. (Annexe 4).

Dans I’ensemble, les souches LC3, LC6, LO1 et LB6 apparaissent comme les plus
performantes face aux conditions gastro-intestinales simulées. Leur forte capacité de survie
suggere 1’existence de mécanismes adaptatifs efficaces, notamment le maintien de 1’intégrité
membranaire, la synthése de protéines de stress, la régulation du pH intracellulaire ainsi que
I’activation de systemes de protection contre les agressions enzymatiques et chimiques du

tractus digestif.

Ces résultats concordent avec ceux rapportés par (Sun et al., 2022), qui ont montré que
plusieurs souches de Lactiplantibacillus plantarum isolées d’aliments fermentés traditionnels

conservaient une viabilité élevée aprés exposition successive a un suc gastrique simulé
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contenant de la pepsine puis a un suc intestinal simulé contenant de la pancréatine. De méme,
(Xie et al., 2025) ont rapporté un taux de survie gastrique de 69,95 % et un taux de survie
intestinale de 50,44 % chez Lacticaseibacillus rhamnosus J3205, démontrant une bonne

tolérance aux enzymes digestives.

Des observations similaires ont été décrites par (Zhang et al., 2023), qui ont montré que
Lacticaseibacillus rhamnosus X253 présentait une résistance satisfaisante aux conditions
gastriques et intestinales simulées, avec des performances comparables a celles de la souche
probiotique de référence Lacticaseibacillus rhamnosus GG. Par ailleurs, (Fizel et al., 2024)
ont observé des taux de survie pouvant atteindre 91,8 % aprés digestion simulée selon le
modele INFOGEST 2.0, soulignant la capacité de certaines bactéries probiotiques a résister

efficacement aux contraintes digestives.

Les performances observées chez les souches LC3, LC6, LO1 et LB6 sont comparables,
voire supérieures, a celles rapportées dans plusieurs études récentes. Ces résultats confirment
leur aptitude a traverser les barriéres gastriques et intestinales tout en maintenant une viabilité

¢levée, condition indispensable a I’expression de leurs effets probiotiques.

Ainsi, les souches LC3, LC6, LOl1 et LB6 peuvent étre considérées comme des
candidates probiotiques particuliérement prometteuses. Leur forte résistance aux conditions
gastro-intestinales simulées suggeére qu’elles seraient capables d’atteindre I’intestin en

quantité suffisante pour exercer des effets bénéfiques sur 1’hote.

Survie parative des b éries lacti
posé a la pepsi et a la trypsine
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Figure 17 : Comparaison de la tolérance des souches lactiques aux enzymes digestives
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7. Capacité d’adhésion

L’adhésion aux cellules épithéliales intestinales constitue une propriété fonctionnelle
essentielle des bactéries probiotiques, car elle favorise leur colonisation transitoire du tractus
gastro-intestinal et prolonge leur interaction avec 1’hote. Cette capacité dépend principalement
des caractéristiques de surface bactérienne, lesquelles sont étroitement liées a la composition
de la paroi cellulaire ainsi qu’aux molécules qui y sont associées, telles que les protéines de
surface, les polysaccharides et les acides lipoteichoiques (Papadimitriou ez al., 2016). Les
résultats obtenus pour les différentes souches sélectionnées sont présentés dans les sous-

sections suivantes.
7.1. Hydrophobicité cellulaire

L’hydrophobicité cellulaire des souches sélectionnées a été évaluée par la méthode
BATH (Test d’adhésion des bactéries aux hydrocarbures), largement utilisée pour estimer
indirectement la capacité d’adhésion des bactéries aux cellules épithéliales intestinales. Cette
propriété est considérée comme un indicateur préliminaire important du potentiel probiotique

des souches (Todorov et al., 2019).

Les résultats obtenus révelent une importante variabilité entre les souches étudiées. Les
valeurs d’hydrophobicité les plus élevées vis-a-vis du xyléne ont été observées chez les
souches LAl (95,5 %), FO1 (92,8 %) et LB6 (79,8 %). Concernant le chloroforme, les
souches LA1 (95,3 %), FA3 (Lactococcus lactis subsp. Cremoris) (92,8 %) et LB6 (74,5 %)

ont présenté les affinités les plus élevées.

Selon Guan et al. (2023), des valeurs d’hydrophobicité¢ supérieures a 70 % sont
généralement associées a un fort potentiel d’adhésion aux surfaces biologiques. Les résultats
obtenus dans cette étude sont comparables, voire supérieurs, a ceux rapportés par Reuben et
al. ( 2020), qui ont observé des taux d’hydrophobicité compris entre 42 % et 89 % chez des
bactéries lactiques isolées de lait cru traditionnel. Ces auteurs ont également montré que les
souches les plus hydrophobes présentaient les meilleures caractéristiques probiotiques,

notamment en termes d’adhésion et de persistance dans le tractus gastro-intestinal.

Les fortes valeurs enregistrées pour les souches LA1, FO1, FA3 et LB6 suggerent ainsi
une capacité élevée d’adhésion aux cellules épithéliales intestinales et un potentiel accru de
colonisation du tractus digestif. Cette propriété est particulicrement recherchée chez les
probiotiques, car elle favorise leur maintien temporaire dans I’intestin et augmente leurs

interactions bénéfiques avec I’hote.
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A T’inverse, les souches LC3 et LC6 ont présenté des niveaux d’hydrophobicité plus
faibles. La souche LC3 a affiché des valeurs de 34 % vis-a-vis du xyléne et de 10 % vis-a-vis
du chloroforme, tandis que LC6 a montré des valeurs respectives de 35 % et 66,7 %. Ces
résultats traduisent une surface cellulaire plus hydrophile et suggérent un potentiel d’adhésion
plus limité. Toutefois, I’hydrophobicité ne constitue qu’un indicateur indirect de I’adhésion
bactérienne. En effet, cette derniére dépend également d’autres facteurs, tels que la présence
de protéines d’adhésion spécifiques, la production d’exopolysaccharides (EPS) et la capacité

de formation de biofilm (Monteagudo et al., 2019 ; Reuben et al., 2020).

Dans I’ensemble, les souches LA1l, FOl, FA3 et LB6 apparaissent comme les
candidates probiotiques les plus prometteuses au regard de leurs fortes valeurs
d’hydrophobicité. Ces caractéristiques, associées a leurs performances observées lors des
essais de résistance aux conditions gastro-intestinales, renforcent leur potentiel pour une
utilisation dans le développement de cultures probiotiques destinées aux applications

alimentaires et fonctionnelles (Reuben et al., 2020 ; Guan et al., 2023).

Hydrophobicité des souches bactériennes

Comparaison des pourcentages d’adhésion au xyléne et au chloroforme.
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Figure 18 : Evaluation de I’hydrophobicité de surface des souches par test d’adhésion au

xyléne et au chloroforme
7.2. Auto-agrégation

L’auto-agrégation constitue une propriété fonctionnelle importante des bactéries
probiotiques, car elle favorise I’adhésion aux cellules épithéliales intestinales, la formation de
microcolonies ainsi que ’exclusion compétitive des microorganismes pathogenes. Un fort

pouvoir d’auto-agrégation est généralement associ¢ a une meilleure capacité¢ de colonisation
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du tractus gastro-intestinal (Krausova et al., 2019 ; Mousavi et al,, 2019). Les résultats
obtenus montrent une variabilité importante entre les souches étudiées au cours du temps

d’incubation, traduisant des différences significatives dans les propriétés de surface cellulaire.

Les souches FA1 et FO1 ont présenté les taux d’auto-agrégation les plus ¢élevés a T4,
dépassant 91 %, ce qui témoigne d’une excellente aptitude a former des agrégats cellulaires
stables. La souche LB3 a également montré une forte capacité d’auto-agrégation avec une

valeur finale de 84,19 %, malgré une légere diminution observée a T3.

Les souches VA10 et VC2 (Levilactobacillus brevisl) ont présenté une augmentation
progressive de leur capacité¢ d’auto-agrégation, atteignant respectivement 75,28 % et 70 % a
T4, indiquant une bonne aptitude au regroupement cellulaire et un potentiel probiotique
intéressant. La souche LB6 a affiché un comportement intermédiaire, avec une augmentation

réguliere jusqu’a 66,19 %, traduisant une capacité d’auto-agrégation modérée mais stable.

A Dlinverse, les souches FO2, VA9 et VC1 ont présenté les valeurs finales les plus

faibles (< 45 %), suggérant une capacité limitée a former des agrégats cellulaires durables.

Ces résultats sont cohérents avec ceux rapportés dans la littérature, ou des taux élevés
d’auto-agrégation (> 80 %) sont associés a un fort potentiel probiotique. Par exemple, (Li et
al., 2022) ont montré que des souches de Lactiplantibacillus plantarum isolées de lait cru
peuvent atteindre des taux compris entre 83,91 % et 90,33 %, confirmant leur excellente
aptitude a la formation d’agrégats cellulaires stables. De méme, Navale ef al. (2024) ont
rapporté chez Lactococcus lactis des valeurs supérieures a 87 %, soulignant que cette

propriété est fortement liée a la capacité de colonisation intestinale.

Les valeurs intermédiaires (65-80 %) observées chez les souches VA10, VC2
(Levilactobacillus brevisl). et LB6 sont également en accord avec les résultats de
Skrzypczak et al. ( 2025), qui ont mis en évidence des capacités d’agrégation modérées a
¢élevées chez Lacticaseibacillus rhamnosus, associées a une bonne aptitude d’adhésion et a

une interaction bénéfique avec la microbiote intestinal.

Par ailleurs, une augmentation progressive de 1’auto-agrégation au cours du temps a
¢galement ¢ét¢ rapportée chez plusieurs Dbactéries lactiques, notamment chez
Lactiplantibacillus plantarum, ou les valeurs peuvent augmenter significativement entre 3 et
24 heures d’incubation (Liao et al., 2022 ; Li et al., 2022). Ce comportement dynamique
suggere une adaptation progressive des propriétés de surface et une meilleure organisation

cellulaire au fil du temps.
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Dans I’ensemble, les souches FAl, FOl et LB3 apparaissent comme les plus
performantes en termes d’auto-agrégation, suivies des souches VAI10, VC2
(Levilactobacillus brevisl) et LB6 présentant un profil intermédiaire. Ces caractéristiques
renforcent leur intérét potentiel en tant que candidates probiotiques, en raison de leur capacité
a former des agrégats cellulaires favorisant la colonisation du tractus intestinal et I’exclusion

compétitive des pathogénes.
7.3. Co-agrégation avec les bactéries pathogenes

La capacit¢ de co-agrégation des souches sélectionnées a été évaluée vis-a-vis de
Escherichia coli et Staphylococcus aureus, deux bactéries pathogenes fréquemment utilisées
comme modeles pour I’évaluation du potentiel probiotique. Les résultats obtenus mettent en
évidence une variabilité importante entre les souches étudiées, traduisant des différences dans

leurs propriétés d’interaction cellulaire.

Vis-a-vis de Escherichia coli, les taux de co-agrégation observés varient de 26,6 % a
47,2 %. La souche FO2 a présenté la valeur la plus élevée (47,2 %), suivie des souches LC8
(Enterococcus faecium) (45,0 %) et LC6 (44,6 %). Les souches VAl et FA3 (Lactococcus
lactis subsp. Cremoris) ont montré des capacités intermédiaires avec des taux respectifs de
38,4 % et 38,0 %, tandis que la souche (Lactiplantibacillus plantarum) LB4 a enregistré la
plus faible valeur (26,6 %).

Concernant Staphylococcus aureus, les pourcentages de co-agrégation varient entre 21,0
% et 49,0 %. La souche VA1 a présenté la meilleure capacité de co-agrégation (49,0 %),
suivie des souches LC8 (Enterococcus faecium) (36,8 %) et (Lactiplantibacillus plantarum)

LB4 (35,2

%). Les souches FO2 et FA3 (Lactococcus lactis subsp. Cremoris) ont affiché des
valeurs intermédiaires de 34,0 % et 25,4 %, respectivement, tandis que la souche LC6 a

montré la plus faible capacité de co-agrégation (21,0 %) vis-a-vis de ce pathogéne.

Ces résultats suggerent une interaction spécifique souche—pathogene, probablement li¢e
a la variabilité des structures de surface impliquées dans les mécanismes d’adhésion et de

reconnaissance cellulaire. (Annexe 5).

Par ailleurs, les taux obtenus dans la présente étude s’inscrivent dans la gamme des
valeurs rapportées dans la littérature. En effet, Mahmoudi et al. ( 2024) ont rapporté des taux
de co-agrégation de 38,6 a 75,2 % avec E. coli et de 40,6 a 68,2 % avec S. aureus, chez des

bactéries lactiques présentant un fort potentiel probiotique. De méme, Kalhoro et al. (2023)
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ont observé des valeurs plus larges, variant de 7 a 71 % selon les souches et les pathogenes

testés, confirmant la forte variabilité de cette propriété.

Ainsi, les souches FO2, LC8 et LC6 apparaissent comme les plus actives vis-a-vis de E.
coli, tandis que VA1 montre une meilleure affinité pour S. aureus. Ces résultats suggerent un
potentiel intéressant d’inhibition de 1’adhésion des pathogenes par co-agrégation, ce qui

constitue un mécanisme important dans 1’effet probiotique.

Capacité de co-agrégation des souches lactiques avec
Escherichia coli et Staphylococcus aureus

|| E.coli
604 [ S. aureus
i 19.0
50 47.2
44.6 45.0

-
& 40- 38.4
: 38.0 . 6.8
= : 34.0
=]
o]
1)
® 30+ i
4 25.4 26.6
=]
© 21.0

20 4

10

0

FA3 LB4 VA1l FO2 LC6 LC8

Souches de bactéries lactiques
Tableau X. Capacité de co-agrégation des souches lactiques aveec Escherichia coli et Staphylococcus aureus.

Figure 19 : Capacité de co-agrégation des souches lactiques avec Escherichia coli et

Staphylococcus aureus
8. Etude des critéres de sécurité des souches

8.1. Test d’hémolyse

L’évaluation de I’activité hémolytique constitue un criteére essentiel dans la sélection des
bactéries lactiques a potentiel probiotique. Les résultats obtenus sur gélose au sang montrent
que I’ensemble des souches étudiées ne présente aucune activité hémolytique, indiquant

I’absence de lyse des globules rouges.

Ces résultats sont conformes aux exigences de sécurit¢ recommandées pour les micro-

organismes probiotiques et sont en accord avec les observations de Cirat et al., (2024), qui
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ont rapporté que les bactéries lactiques dépourvues d’activité hémolytique présentent un profil
de sécurité favorable pour les applications alimentaires et probiotiques. Ainsi, I’ensemble des

souches étudiées peut étre considéré comme sir sur la base de ce critere.
8.2. Test de sensibilité aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques constitue un enjeu majeur de santé¢ publique. Dans le
cadre de I’évaluation de I’innocuité des souches probiotiques, il est indispensable de vérifier
I’absence de résistances acquises potentiellement transférables aux bactéries pathogénes (Van

et al., 2014).

Les résultats obtenus mettent en évidence une variabilit¢ importante des profils de
sensibilité aux antibiotiques parmi les souches de bactéries lactiques étudiées. Une sensibilité
complete au chloramphénicol (30 pg) a été observée chez I’ensemble des souches, avec des
diamétres d’inhibition compris entre 23 et 34 mm. Une sensibilit¢ majoritaire a
I’érythromycine (15 pg) a également été enregistrée. Toutefois, la souche VA1 a présenté une
sensibilité intermédiaire, tandis que les souches FO2, LB2 et VC3 se sont révélées résistantes

a cet antibiotique.

Une résistance généralisée a la vancomycine (30 pg) a été observée chez toutes les
souches testées. Cette résistance est généralement considérée comme intrinseque chez de
nombreuses bactéries lactiques et résulte de particularités structurales de leur paroi cellulaire,
notamment de modifications des précurseurs du peptidoglycane réduisant I’affinité¢ de la
vancomycine pour sa cible. Contrairement aux résistances acquises, cette résistance
intrinséque n’est habituellement pas associée a des genes transférables et présente donc un
faible risque de dissémination. Ces résultats concordent avec ceux rapportés par Danielsen et
Wind (2003), qui ont décrit une résistance naturelle a la vancomycine chez plusieurs especes

de bactéries lactiques.

Concernant 1’ampicilline (10 pg), une résistance a été observée chez I’ensemble des
souches €tudiées. Les antibiotiques de la famille des aminosides, notamment la streptomycine,
la gentamicine et la kanamycine, ont également montré une efficacité limitée, avec une
prédominance de profils résistants ou intermédiaires. De méme, les résultats obtenus avec la
tétracycline (30 pg) révelent une forte variabilité intersouches, plusieurs isolats présentant une

résistance ou une sensibilité intermédiaire.

Dans I’ensemble, les souches FO1, LB6 et LC6 ont présenté les profils de sensibilité les

plus favorables, caractérisés par une sensibilit¢ a 1’érythromycine et au chloramphénicol
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ainsi qu’une moindre fréquence de résistances multiples. A ’inverse, les souches VA1, LB2

et VC3 ont montr¢ les profils de résistance les plus marqués.

Ces observations sont cohérentes avec la littérature, qui rapporte une sensibilité
fréquente des bactéries lactiques au chloramphénicol et a 1’érythromycine, tandis que des
profils plus variables sont souvent observés vis-a-vis de la tétracycline et des aminosides
(Soleimani et al., 2025). Par ailleurs, la résistance généralisée a la vancomycine est largement
décrite comme un caractére intrinseque des bactéries lactiques, li¢ a des modifications
structurales du peptidoglycane, notamment la substitution du motif D-Ala-D-Ala par D-Ala-

D-Lac ou D-Ala-D-Ser (Osarugwe et al., 2023).

Enfin, la variabilité observée pour certains antibiotiques peut étre attribuée a différents
mécanismes de résistance intrinseques ou acquis, parfois associés a des éléments génétiques
mobiles (Refaat er al., 2025). Ces profils hétérogenes soulignent ’'importance d’une
caractérisation approfondie de la résistance aux antibiotiques dans le cadre de 1’évaluation de

la sécurité des souches destinées a des applications probiotiques ou industrielles.

Tableau 8 : Profil de résistance aux antibiotiques des souches de LAB

FO [ LC | LC [ yvAo | FA | FA | FO LB | VC | LC
Antibiotiques LB2
1|6 s | V] 1]3]2 6| 3|8

Ampicilline (10 ug) | XR | 158 | 4R | XR | XR | XR | XR | XR | XR | XR | 15}

Streptomycine(300ug) | 17 | 20" | 16" [ Xr [ 15® [ 1IR [ 7R | IR | 17" | 4R | 16

Gentamicine (10 ug) | IR [ 18" [ 2R [ XrR | 128 | XR | XR | XR [ XR | XR | 1IR

Kanamycine 30 pg) | XR [ 16' [ 3R | XR | XR [ XR [ XR [ XR | XR | XR | 10R

Erythromycine(15pg) | 385 | 28% | 305 [ 18" [ 278 | 295 | 5R | IR [ 27°% | Xr | 308

Vancomycine(30ug) XR [ XR [ XR | XR [ XR [ XR | XR | XR [ XR | XR | XR

Tétracycline(30pg) | 16' | 9R | Xr | 148 | Xr | 8R | 13 [ 10® | 18" | 18' | XRr

Chloramphénicol

(30ug)

285 | 345 | 335 | 235 | 278 | 275 | 285 | 245 | 295 | 255 | 348
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R : résistante ; I : intermédiaire ; S : sensible ; X : absence de halo d’inhibition. Les valeurs
correspondent a la moyenne des diamétres des zones d’inhibition exprimés en millimétres

(mm).
8.3. Activité antimicrobienne des isolats lactiques contre des souches pathogénes

L’évaluation de ’activité antimicrobienne constitue une étape clé dans la sélection de
souches probiotiques ou bioprotectrices, en raison de leur potentiel d’utilisation dans la
conservation des aliments et comme alternatives naturelles aux conservateurs chimiques
(Sanlibaba et Tezel, 2021 ; Daba et al., 2021). Les bactéries lactiques sont reconnues pour
produire divers métabolites antimicrobiens contribuant a 1’inhibition des microorganismes
pathogenes, notamment les acides organiques, le peroxyde d’hydrogéne et les bactériocines

(Todorov et Dicks, 2005 ; Kalhoro et al., 2023).

Dans la présente étude, les résultats obtenus montrent une variabilité importante de
I’activité inhibitrice des souches vis-a-vis des bactéries indicatrices. Les souches FO1, FO2,
FA3 (Lactococcus lactis subsp. Cremoris), LC6, LC8 (Enterococcus faecium) et LB6 ont
présenté les activités antimicrobiennes les plus marquées, suggérant une forte capacité de

production de composés inhibiteurs diffusibles et un potentiel bioprotecteur ¢levé.

Cette variabilité inter-souches est largement documentée dans la littérature. En effet,
Rahman et al. (2025) ont montré que des souches de bactéries lactiques isolées d’aliments
fermentés présentent des zones d’inhibition variables contre Escherichia coli et
Staphylococcus aureus, pouvant atteindre jusqu’a 23 mm et 20 mm selon la souche. De
méme, Ait Chait et al. (2024) ont rapporté que Lactiplantibacillus plantarumF2 exerce une
activité antimicrobienne large spectre contre plusieurs pathogenes alimentaires avec des zones
d’inhibition allant jusqu’a 29 mm, confirmant le fort potentiel bioprotecteur de certaines

souches.

L’activité inhibitrice observée dans les surnageants de culture est généralement attribuée
a la production de métabolites extracellulaires. Les acides organiques (acide lactique,
acétique), le peroxyde d’hydrogene, le diacétyle ainsi que les bactériocines jouent un role
majeur dans I’inhibition de la croissance microbienne (Fatoba et al., 2025). Ces composés
agissent soit par acidification du milieu, soit par altération de I’intégrité membranaire des
cellules pathogenes, ou encore par inhibition de processus métaboliques essentiels (Msemwa

et al., 2025).

Par ailleurs, 'utilisation de surnageants de culture (CFS), notamment natifs, neutralisés
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et traités a la protéinase K, permet de distinguer les mécanismes d’inhibition impliqués. Cette
approche a été largement utilisée pour confirmer le role des bactériocines et des composés

protéiques dans 1’activité antimicrobienne (Leal et al., 2023 ; Gancheva et al., 2025).

Les résultats de cette étude sont également en accord avec ceux de Mokoena (2021) et
Tenea et Ortega (2023), qui ont montré que les bactéries lactiques issues de matrices
alimentaires fermentées possédent une activité antagoniste significative contre des pathogénes
alimentaires majeurs. De plus, des études récentes ont confirmé que les CFS de bactéries
lactiques peuvent inhiber non seulement la croissance bactérienne, mais aussi la formation de

biofilms, renforgant ainsi leur potentiel bioconservateur (Mao et al., 2023).

Enfin, les souches les plus actives de cette étude peuvent étre considérées comme des
candidates prometteuses pour des applications probiotiques et de bioconservation alimentaire,
en raison de leur capacité a produire des métabolites antimicrobiens efficaces et diversifiés

contre les pathogenes testés.

Figure 20 : Spectre d’activité antimicrobienne des bactéries lactiques (Méthode de diffusion

en puits)
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9. Identification par les galeries API 50 CHL et API 20 STREP
9.1. Galerie API 50 CHL

L’identification biochimique des souches a été réalisée a I’aide de la galerie API 50
CHL, basée sur I’étude du profil de fermentation des hydrates de carbone. Cette méthode
permet de caractériser les bactéries lactiques en fonction de leurs capacités métaboliques et
d’établir leur appartenance taxonomique a partir de profils enzymatiques et fermentaires

spécifiques.

Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence plusieurs especes appartenant
aux bactéries lactiques, notamment Lacticaseibacillus rhamnosus (LA2), Lactiplantibacillus
plantarum (LB4) et Levilactobacillus brevisl (VC2). Ces espéces sont largement reconnues
comme des bactéries lactiques d’intérét, fréquemment isolées a partir de produits laitiers
fermentés traditionnels, et présentant des propriétés technologiques et probiotiques

importantes (Holzapfel et Wood, 2014 ; Zheng et al., 2020).

Ces résultats confirment la diversité métabolique des souches étudiées et leur
appartenance a des especes connues pour leur implication dans les fermentations alimentaires

et leurs effets bénéfiques potentiels sur la santé¢ humaine.
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Figure 21 : Résultats du Profil Fermentaire de la souche Lacticaseibacillus rhamnosus (LA2)

sur la galerie API 50 CHL aprés 48h d’incubation
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Les calculs proposent (cliquez sur @ pour voir les détails du profil) :
1. Lactobacillus p 1@ avec une de 99.5 %

Les taxons ayant une probabilité trop faible (< 5%) sont éliminés.

Figure 22 : Résultats du Profil Fermentaire de la souche Lactiplantibacillus plantarum (LB 4)
sur la galerie API 50 CHL apres 48h d’incubation

9.2. Identification par API 20 STREP

L’identification complémentaire réalisée a 1’aide de la galerie API 20 STREP, associée
a la plateforme d’identification UPMB (Figure 23-24), a permis d’affiner la caractérisation

des souches.

Les résultats obtenus indiquent que les isolats appartiennent principalement aux especes
Lactococcus lactis subsp. cremoris, Leuconostoc spp. et Enterococcus faecium. Ces
bactéries sont également reconnues pour leur implication dans les fermentations lactiques

traditionnelles, notamment dans les produits laitiers et carnés fermentés.

Les résultats détaillés sont présentés dans le Tableau 9, confirmant la diversité
taxonomique des isolats étudiés et leur appartenance globale au groupe des bactéries lactiques

d’intérét technologique.
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Les calculs proposent (cliguez sur @ pour voir les détails du profil) :

1. Leuconostoc spp @ avec une probabilité de 99.9 % (excellente identification)
99.9%

Les taxons ayant une probabilité trop faible (< 5%) sont éliminés.

Figure 23 : Résultat de 1’identification phénotypique de la souche FA6 Leuconostoc spp.
obtenu a I’aide de la galerie API 20 STRE
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Les calculs proposent (cliquez sur @ pour voir les détails du profil) :
1. Enterococcus faecium @ avec une probabilité de 78.4 % (excellente identification)
78 4%
2. Lamco«us lactis ssp lactis @ avec une probabilité de 15 % (mauvaise identification)
596
3. Ennmoccus durans & avec une probabilité de 5.4 9% (mauvaise identification)

Les taxons ayant une probabilité trop faible (< 59%) sont éliminés.

Figure 24 : Résultat de 1’identification phénotypique de la souche LC8 Enterococcus faecium

obtenu a I’aide de la galerie AP1 20 STRE
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Tableau 9 : Identification phénotypique des souches lactiques isolées par galerie API 50 CHL
et API 20 STREP

Souche Genre / Espéce identifié Pourcentage d’identification
FA3 Lactococcus lactis subsp. Cremoris 89,50 %
FA6 Leuconostoc spp. 99,90 %
LC8 Enterococcus faecium 78,40 %
LCT1 Leuconostoc spp. 99,50 %
LA2 Lacticaseibacillus rhamnosus 99.90%
VC2 Levilactobacillus brevis1 99.90%
LB4 Lactiplantibacillus plantarum 99.50%
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Conclusion

La présente étude avait pour ambition d'explorer la richesse microbiologique des
produits fermentés traditionnels algériens en tant que réservoir naturel de bactéries lactiques
(BL) a fort potentiel technologique et probiotique. L'isolement de 46 souches a partir de huit
types de produits collectés dans cing régions distinctes (Ain Témouchent, Chlef, Biskra, Oran
et Touggourt) a permis de constituer une collection microbienne représentative et diversifiée,

caractérisée sur les plans morphologique, biochimique, physiologique et fonctionnel.

La sélection préliminaire, fondée sur les critéres classiques d'appartenance au groupe
des bactéries lactiques coloration Gram positive, catalase négative, oxydase négative et
absence de sporulation a été validée pour l'ensemble des isolats. Tous se sont révélés
homofermentaires stricts, sans production de gaz a partir du glucose, conférant une valeur
technologique immédiate pour les applications en fermentations alimentaires. L'analyse
phénotypique a mis en évidence une diversité notable : des souches mésophiles et
thermophiles ont été identifiées, et plusieurs isolats ont manifesté une tolérance remarquable

aux conditions environnementales défavorables (pH bas, fortes concentrations salines).

Sur le plan des propriétés technologiques, l'évaluation des activités protéolytique,
acidifiante et lipolytique a révélé une variabilité inter-souches significative. Les souches
VALll, VCI, VC2, FAI1, FAG6 et FOI se sont distinguées par une activité¢ protéolytique et
acidifiante ¢élevée, leur conférant un intérét majeur comme cultures starter pour les
fermentations laitieres. L'absence totale d'activité lipolytique pour I'ensemble des 46 isolats
représente un atout technologique considérable, limitant tout risque d'altération
organoleptique. La production d'exopolysaccharides s'est avérée hétérogene entre souches, et
la formation de biofilm, évaluée par la méthode au cristal violet, a identifi¢ la souche LC6
comme la plus performante (DOswo = 0,807), un caractére favorable a la persistance

intestinale.

L'évaluation des propriétés fonctionnelles par le test DPPH a révélé des potentiels
antioxydants trés contrastés. Les souches FO1 (93,5 %), LB6 (93,4 %) et FA1 (89,4 %) ont
affiché des taux d'inhibition comparables a ceux d'antioxydants de référence, suggérant une
capacité réelle de neutralisation des radicaux libres et un potentiel de protection contre le

stress oxydatif intestinal.

L'évaluation des propriétés probiotiques constitue le résultat le plus saillant de ce
travail. La résistance aux conditions gastro-intestinales simulées a permis d'identifier des
profils de survie contrastés mais globalement prometteurs. A pH 2, les souches FA3 (153,3

%), LA1 (137,0 %), LB6 (133,3 %) et FA1 (133,3 %) ont confirmé leur robustesse face au
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stress acide sévere. Face a la pepsine et a la trypsine, LC3 s'est révélée la plus performante
(175,0 % et 150,0 % respectivement), témoignant d'une résistance exemplaire au transit
digestif complet. La tolérance aux sels biliaires a mis en évidence le profil exceptionnel de
LB6, avec un taux de survie remarquable de 570,0 % a 0,3 % d'Oxgall et de 80,0 % a la
concentration la plus sévere (0,5 %), révélant une capacité de prolifération active en présence
de bile. Les analyses d'hydrophobicité de surface et d'auto-agrégation ont confirmé le
potentiel d'adhésion et de colonisation des souches LA1, FO1 et LB6, tandis que les tests de
co-agrégation avec les pathogénes Escherichia coli et Staphylococcus aureus ont mis en
évidence des profils d'inhibition compétitive variables, avec des taux atteignant 47,2 % et 49,0

% respectivement pour les meilleures souches.

Sur la base de I'ensemble de ces criteres, quatre souches se dégagent comme candidates
probiotiques prioritaires : LB6, présentant le profil le plus complet et le plus régulier ; LC3,
particulierement adaptée aux formulations ciblant le transit intestinal ; LA1, remarquable pour
sa tolérance gastro-intestinale globale ; et FO1, pour son activité antioxydante exceptionnelle.
Les souches FA1l et FA3 complétent ce répertoire fonctionnel dans une perspective de
consortium probiotique multifonctionnel. L'analyse morphologique, physiologique et
biochimique a révélé une diversité notable parmi les isolats collectés. L'identification réalisée
a l'aide des galeries AP1 50 CHL et API 20 STREP a permis de mettre en évidence plusieurs
especes appartenant aux bactéries lactiques, notamment Lacticaseibacillus rhamnosus (LA2),
Lactiplantibacillus plantarum (LB4), Levilactobacillus brevis (VC2), Lactococcus lactis
subsp. cremoris (FA3), Leuconostoc spp. (FA6 et LCT1) et Enterococcus faecium (LCS).
Cette diversité taxonomique témoigne de la richesse microbiologique des produits fermentés
traditionnels algériens et souligne leur potentiel en tant que réservoir naturel de souches

fonctionnelles présentant un intérét technologique et probiotique.

Sélection des souches candidates : Sur la base de I'ensemble de ces criteéres, plusieurs

souches se dégagent comme candidates probiotiques a fort potentiel :

- LB6 affiche le profil le plus polyvalent et le plus régulier : tolérance biliaire
exceptionnelle sur les trois concentrations testées, résistance marquée a pH 2, activité
antioxydante trés élevée (93,4 %) et bonne résistance a la pepsine (155,5 %). Elle constitue la

candidate probiotique la plus compléte de 1'étude.

- LC3 se distingue par une résistance supérieure aux enzymes digestives (pepsine :
175,0 % ; trypsine : 150,0 %), ce qui en fait une candidate idéale pour les formulations ciblant

le transit intestinal.
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- LAl présente une tolérance remarquable a 1'Oxgall 0,1 % (225,0 %), associée a une
bonne survie a pH 2 (137,0 %) et pH 3 (151,0 %), conférant un profil adapté aux conditions

gastro-intestinales complétes.

- FO1 se démarque par l'activité antioxydante la plus élevée de 1'étude (93,5 %), une

bonne tolérance a Oxgall 0,1 % et une résistance satisfaisante a la pepsine (152,6 %).

- FA1 et FA3 compléetent ce panel par leurs activités antioxydantes élevées et leurs
performances biliaires modérées, pouvant intégrer un consortium probiotique

multifonctionnel.

- Les résultats de cette étude ouvrent des perspectives multiples et prometteuses, tant sur

le plan scientifique qu'appliqué.
1. Identification moléculaire et génomique des souches candidates

Les souches les plus performantes, notamment LB6, LC3, LAI1, FOI1, FA1 et FA3,
devront faire I'objet d'une identification moléculaire approfondie par séquencage du géne de
I'ARNr 16S afin de confirmer leur statut taxonomique. Pour les souches présentant le
meilleur potentiel probiotique, notamment LB6, LC3, LAl et FOI, un séquencage
génomique complet (Whole Genome Sequencing, WGS) permettra d'identifier les genes
impliqués dans l'adaptation au tractus gastro-intestinal, la production de métabolites
bénéfiques, la résistance au stress ainsi que 1'éventuelle présence de genes de virulence ou de

résistance aux antibiotiques.
2. Evaluation de l'innocuité et du statut GRAS/QPS

Avant toute valorisation industrielle, les souches LB6, LC3, LA1, FO1, FA1 et FA3
devront étre soumises a une évaluation approfondie de leur innocuité. Cette démarche
inclura les tests d'hémolyse, la détermination du profil de sensibilité aux antibiotiques, la
recherche de genes de virulence et 1'évaluation du risque de transfert horizontal de génes de
résistance. Ces analyses sont indispensables pour envisager I'obtention d'un statut de sécurité

compatible avec des applications alimentaires ou pharmaceutiques.
1. Etudes in vitro approfondies

Les excellentes performances de LB6, LA1, LC3 et FOI justifient la réalisation
d'é¢tudes complémentaires portant sur leur capacité d'adhésion aux cellules épithéliales
intestinales (Caco-2 et HT-29), leur pouvoir de compétition avec les microorganismes

pathogénes tels qu'Escherichia coli, Salmonella spp. et Listeria monocytogenes, ainsi que
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leur aptitude a produire des bactériocines et autres substances antimicrobiennes. Ces travaux

permettront de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans leurs effets probiotiques.
3. Développement de formulations probiotiques

Les souches LB6, LC3, LA1 et FOI constituent les meilleures candidates pour le
développement de formulations probiotiques innovantes. Leur incorporation sous forme
lyophilisée, encapsulée ou microencapsulée pourrait améliorer leur stabilité au stockage et
leur survie lors du transit digestif. L'utilisation de matrices protectrices a base d'alginate, de
chitosane ou d'amidon résistant représente une approche particuliérement prometteuse pour

préserver leur viabilité.
4. Valorisation dans les fermentations traditionnelles algériennes

Les souches présentant les meilleures propriétés technologiques, notamment FOI,
FA1, FA6, VCI1, VC2 et LB6, pourraient étre utilisées comme cultures starters dans la
fabrication de produits fermentés traditionnels algériens tels que le lben, le rayeb, la klila, le
jben ou la bzina. Leur utilisation contribuerait a la standardisation des procédés de
fabrication, a 'amélioration de la sécurité microbiologique des produits et a 1'enrichissement

de leurs propriétés fonctionnelles.
5. Validation in vivo des propriétés probiotiques

Les effets bénéfiques observés in vitro pour LB6, LC3, LAl et FOl1 devront étre
confirmés par des études in vivo sur modeles animaux. Ces travaux permettront d'évaluer
leur capacité¢ a moduler le microbiote intestinal, & stimuler les réponses immunitaires, a
réduire l'inflammation et a protéger 1'hote contre les infections intestinales. Les résultats
obtenus constitueront une étape essentielle avant d'envisager des essais cliniques chez

I'Homme.
6. Exploration du potentiel biotechnologique

Les souches isolées, en particulier FO1, FA1, FA6, VC1 et VC2, pourraient également
étre valorisé€es pour leurs propriétés technologiques. Des études complémentaires pourraient
porter sur la production de protéases, d'exopolysaccharides, d'acides organiques et d'autres
molécules bioactives susceptibles d'étre exploitées dans les secteurs agroalimentaire,

pharmaceutique ou biotechnologique.
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7. Approches métagénomiques et écologie microbienne

Enfin, une étude métagénomique des produits fermentés traditionnels algériens ayant
permis l'isolement de ces souches permettrait d'approfondir la compréhension des
interactions microbiennes au sein de ces écosystemes complexes. Cette approche
contribuerait a identifier de nouvelles bactéries d'intérét technologique ou probiotique
encore non cultivables par les méthodes conventionnelles et & mieux comprendre les

mécanismes de succession microbienne au cours des fermentations traditionnelles.
8. Valorisation des exopolysaccharides et des propriétés d'adhésion

Les souches productrices d'exopolysaccharides ainsi que la souche LC6, caractérisée
par sa forte capacité de formation de biofilm, méritent des investigations complémentaires
afin d'évaluer leur potentiel dans l'amélioration de la texture des aliments fermentés, la

protection contre les stress environnementaux et la colonisation du tractus gastro-intestinal.

En définitive, cette étude confirme que les produits fermentés traditionnels algériens
constituent un réservoir microbiologique exceptionnel, encore insuffisamment exploré, dont
les richesses pourraient contribuer significativement au développement de nouvelles

solutions probiotiques adaptées aux défis de la santé intestinale contemporaine.
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Annexes

Annexe 1 : Composition des milieux de culture et des solutions utilisées
Tableau 1.1 : Composition du milieu MRS

Composition du milieu MRS (De Man, Rogosa et Sharpe) utilisé pour I'isolement et la

culture des bactéries lactiques

Composants Quantité
Peptone 10g
Extrait de viande 8¢g
Extrait de levure 4¢
Glucose 20g
Acétate de sodium 5¢g
Citrate d'ammonium 2g
Phosphate dipotassique (K2HPOa4) 2g
Sulfate de magnésium (MgSO4:7H-0) 0,2¢g
Sulfate de manganese (MnSOa4-H:20) 0,05¢
Tween 80 1 mL
Agar (milieu solide) 15¢
Eau distillée 1000 mL
pH final 6,2+0,2

Tableau 1.2 : Composition du milieu M17

Composition du milieu M17 utilisé pour la culture des streptocoques lactiques et des

lactocoques
Composants Quantité
Peptone 5¢g
Peptone de caséine (tryptone) S5¢g
Extrait de levure 25¢g
Extrait de viande 5¢g
Lactose 5g
B-glycérophosphate de sodium 19¢g

106

——
| —



Annexes

Ascorbate de sodium 0,5¢g
Sulfate de magnésium (MgSQO4-7H20) 025¢g
Sulfate ferreux (FeSOa4-7H-20) 0,5¢g
Eau distillée 1000 mL
pH final 7,1+0,2

Tableau 1.3 : Composition de la gélose Mueller-Hinton

Composition de la gélose Mueller—Hinton utilisée pour les tests de sensibilité aux

antibiotiques
Composants Quantité
Hydrolysat acide de caséine 175¢
Extrait de viande de beeuf 2¢g
Amidon 1,5¢g
Agar 17¢g
Eau distillée 1000 mL
pH final 7,3+0,1

Tableau 1.4 : Composition de la gélose au sang

Composition de la gélose au sang utilisée pour 1'évaluation de l'activité hémolytique des

souches bactériennes

Composants Quantité
Peptone 10g
Extrait de viande 3g
Chlorure de sodium 5¢g
Agar 15¢g

Sang défibriné de mouton 5% (vIv)

Eau distillée 1000 mL

pH final 7,3+0,2
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Tableau 1.5 : Composition de la gélose au sang

Composition du milieu Dextrose Tryptone Agar (DTA)

Composants Quantité (g/L)
Tryptone 10,0
Dextrose (glucose) 5,0
Pourpre de bromocrésol 0,04
Agar 15,0
Eau distillée 1000 mL
pH final 6,7+0,2

Tableau 1.6 : Composition de la solution saline physiologique

Composition de la solution saline physiologique utilisée pour les dilutions et la

préparation des suspensions bactériennes

Composants Quantité
Chlorure de sodium (NaCl) 85¢g

Eau distillée 1000 mL

pH final 7,0+0,2

Tableau 1.7 : Composition de la solution d'Oxgall a 0,3 %

Composition de la solution d’Oxgall a 0,3 % utilisée pour 1’évaluation de la tolérance

aux sels biliaires

Composants Quantité
Oxgall (sels biliaires) 03¢g
Bouillon MRS 100 mL

108

——
| —



Tableau 1.8 : Composition de la solution de pepsine

Composition de la solution de pepsine utilisée pour la simulation des conditions

gastriques
Composants Quantité
Pepsine 3g/L
Solution saline ajustée a pH 2,0-3,0 1000 mL

Tableau 1.9 : Composition de la solution de trypsine

Composition de la solution de trypsine utilisée pour la simulation des conditions

intestinales
Composants Quantité
Trypsine 1 gL
Tampon phosphate stérile (pH 8,0) 1000 mL
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Annexe 2 : Composition des solutions tampons et réactifs
Tableau 2.1 : Composition de la solution PBS (pH 7,4)

Composition de la solution PBS (Phosphate Buffered Saline, pH 7,4)

Composés Concentration (g/L)
NaCl 8,0
KCl 0,2
Na:HPOq 1,44
KH2PO4 0,24

Tableau 2.2 : Composition de la solution électrolytique pour la phase intestinale simulée

(SIF)

Composition de la solution électrolytique pour la phase intestinale simulée (SIF) selon le

protocole INFOGEST

Composés Concentration finale (mM)
KCl 6,8
KH2POs 0,8
NaHCOs 85
NaCl 38,4
MgClz-6H20 0,33
CaCl:-2H-0 0,3
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Annexe 3 : Répartition et origine des souches bactériennes isolées

Répartition des souches bactériennes selon le produit d'origine et la région de

prélevement
Produit d'origine Région Souches isolées
. , Ain .
Lait de vache fermenté . VAl a VAlI
Témouchent
Lait de vache fermenté Chlef VC1avC7
Lben Chlef LC1aLCl10
Ain
Lben Témouchent LAL LA2
Lait de brebis Biskra LBl aLB6
. Ain .
Fromage frais Témouchent FA1l a FA6
Fromage frais Oran FO1, FO2
Lait de chamelle Touggourt LCT1, LCT2
( ]
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Annexe 4 : Résultats détaillés des tests de tolérance et de survie en conditions gastro-

intestinales simulées
Tableau 4.1 : Tolérance a I'acidité gastrique (pH 3)

Tolérance des souches bactériennes a I'acidité gastrique (pH 3) apres 2 h d'incubation

Souche TO0 (DOsoo) (DT02600) Tolérance (%)
VCl1 0,024 0,005 20,8
VvC2 0,005 0,272 544
VCé6 0,004 0,007 175,0

V(C4* 0,047 0,005 10,6
v(C3 0,002 0,001 50,0
VA1l 0,243 0,070 29,0
VA9 0,477 0,410 86,0
VA4 0,014 0,012 85,7
LB3 0,533 0,300 56,0
LB6 0,300 0,251 83,7
LB1/LB4 0,001 0,004 65,2
FAI 0,012 0,013 108,3
FA2 0,008 0,009 112,5
FA3 0,024 0,025 104,2
FAS 0,504 0,251 49,8
FA6 0,504 0,218 43,3
FOl 0,187 0,121 64,7
FO2 0,026 0,021 80,8
LA1 0,146 0,513 3514
LA2 0,341 0,259 76,0
LCT1 0,010 0,003 30,0
LCT2 0,017 0,011 64,7
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Tableau 4.2 : Tolérance a l'acidité gastrique (pH 2)

Tolérance des souches bactériennes a I'acidité gastrique (pH 2) apres 3 h d'incubation

Souche TO0 (DOsoo) T3 (DOsoo) Tolérance (%)
VCI 0,024 0,025 104
vC2 0,005 0,005 109
VCé6 0,004 0,001 25
LB6 0,003 0,013 433

LB1/LB4 0,001 0,001 100
FA1 0,012 0,028 233
FA3 0,024 0,116 483
FA6 0,504 0,228 44
FO1 0,187 0,090 48
FO2 0,026 0,014 54
LA1 0,146 0,345 237
VA9 0,477 0,001 0,2

Tableau 4.3 : Tolérance a la pepsine
Tolérance des souches bactériennes a la pepsine apres 2 h d'incubation

Souche TO (D0600) T1 (DO600)

LC3 0,004 0,007

LA1 0,011 0,007

LCo6 0,486 0,523

FA3 0,246 0,120

LB6 0,364 0,566

LO1 0,363 0,554
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Tableau 4.4 : Tolérance a la pepsine

Tolérance des souches bactériennes a la trypsine apres 4 h d'incubation

Souche TO0 (DOsoo) T1 (DOsoo)
LC3 0,036 0,331
LAl 0,184 0,077
LC6 0,363 0,515
FA3 0,087 0,012
LB6 0,812 0,494
LO1 0,887 0,772

Tableau 4.5: Croissance en présence de 0,1 % d'Oxgall

Croissance des souches de bactéries lactiques en présence de 0,1 % d’Oxgall (sels

biliaires)
Souche 0h 4 h 8h 24 h
(DOsw) | (DOso0) | (DOsoo) | (DOso0)
LB6 0,100 0,059 0,034 0,070
LC6 0,090 0,012 0,018 0,023
LC3 0,080 0,072 0,032 0,014
LA1 0,100 0,457 0,227 0,225
FO1 0,120 0,959 0,229 0,121
FA3 0,100 0,162 0,051 0,017
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Croissance des souches de bactéries lactiques en présence de 0,3 % d’Oxgall (sels

Tableau 4.6 : Croissance en présence de 0,3 % d'Oxgall

biliaires)
Souche 0h 4h 8h 24 h
(DOsw) | (DOso0) [ (DOso0) [ (DOsoo)
LB6 0,100 0,368 0,141 0,010
LC6 0,090 0,090 0,011 0,008
LC3 0,080 0,030 0,017 0,060
LA1 0,100 0,354 0,095 0,008
FO1 0,120 0,508 0,551 0,005
FA3 0,100 0,275 0,115 0,020

Croissance des souches de bactéries lactiques en présence de 0,5 % d’Oxgall (sels

biliaires)

Tableau 4.7 : Croissance en présence de 0,5 % d'Oxgall

Souche 0h 4h 8 h 24h

(DOsoo) [ (DOso0) | (DOsw) | (DOsoo)
LB6 0,100 | 0180 | 0230 | 0,080
LC6 009 | 0124 | 0013 | 0010
LC3 0,080 | 0,191 | 0106 | 0,007
LAl 0,00 | 0389 | 0117 | 0,007
FOI 0,120 | 0328 | 0342 | 0,004
FA3 0,100 | 0261 | 0035 | 0017
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Annexe 5 : Résultats complémentaires de caractérisation fonctionnelle des souches

probiotiques
Tableau 5.1 : Capacité de co-agrégation avec Escherichia coli et Staphylococcus aureus

Capacité de co-agrégation des souches de bactéries lactiques avec Escherichia coli et

Staphylococcus aureus

i | s | ey
FA3 38,0 254
LB4 26,6 352
VA1l 38,4 49,0
FO2 47,2 34,0
— 44,6 21,0
LC8 45,0 36,8

Tableau 5.2 : Pouvoir antioxydant évalué par le test DPPH

Pouvoir antioxydant des souches de bactéries lactiques sélectionnées évalué par le test

du DPPH

Souche Absorbance Inhibition (%)
FO2 0,063 87,1
VC2 0,541 274
LB3 0,658 12,8
LB6 0,013 93,4
FA1 0,045 89,4
FO1 0,012 93,5
VAI10 0,286 59,3
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