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Liste des abréviations

ADH  Arginine décarboxylase

ARN  Acide ribonucléique

BFH Blé fermenté type hamoum

BL Bactéries lactiques

DO Densite optique

GABA Acide y-aminobutyrique

LAB Lactic Acid Bacteria

LDH Lactate deshydrogénase

MRS  Man, Rogosa and Sharpe (milieu de culture)
MSG  Glutamate monosodique

ODC  Ornithine décarboxylase

ONPG  Orthonitrophenyl-R-D-galactosipyranoside
PCR Polymerase Chain Reaction

TCA  Acide trichloroacetique

TSI Geélose triple sugar-iron agar
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Introduction

Introduction

Dans le contexte actuel d'une recherche accrue de solutions alimentaires naturelles,
fonctionnelles et bénéfiques pour la santé humaine, les microorganismes d’intérét
biotechnologique, en particulier les bactéries lactiques, suscitent un intérét grandissant. Leur
utilisation traditionnelle dans la fermentation des aliments est aujourd’hui revisitée a la lumiere
des avancées scientifiques qui révélent leur potentiel en tant que sources de composeés bioactifs,
tels que les acides organiques, les peptides antimicrobiens, ou encore des neurotransmetteurs

comme I’acide y-aminobutyrique (GABA).

Le GABA, principal neurotransmetteur inhibiteur du systeme nerveux central chez les
mammiferes, joue un role physiologique fondamental dans la régulation du stress, de I’anxiété,
du sommeil et de la pression artérielle. L’intérét croissant pour ce composé réside dans ses effets
bénéfiques démontres sur la santé mentale et cardiovasculaire, ce qui le place au cceur des

préoccupations en matiere de nutrition préventive et de bien-étre.

De nombreuses recherches ont ainsi été consacrees a [lidentification de sources
alternatives et naturelles de GABA, parmi lesquelles les bactéries lactiques occuperaient une
place de choix, notamment en tant que producteurs biologiques dans les matrices alimentaires

fermentées.

Parallelement, les pratiques traditionnelles de fermentation, largement répandues dans les
régions rurales et semi-urbaines, représentent une mine inexploitée de diversité microbienne. Le
blé fermenté de type "hamoum”, issu de traditions ancestrales de conservation et de valorisation
du blé au ALGERIE, constitue une matrice riche et prometteuse pour I’isolement de souches
autochtones de bactéries lactiques, cette matrice soumise a des conditions artisanales de
fermentation, favorise le développement de communautés bactériennes spécifiques,
potentiellement dotées de capacités métaboliques uniques, incluant la production de GABA via la

décarboxylation de l'acide glutamique.

C’est dans cette perspective que s’inscrit le présent travail, qui vise a cribler et
caractériser les souches de bactéries lactiques capables de produire du GABA, isolées a partir de

blé fermenté traditionnel hamoum.
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L’objectif est double : d’une part, valoriser une ressource fermentée locale a fort potentiel
fonctionnel, et d’autre part, contribuer a I’essor de stratégies biotechnologiques durables pour la
production de GABA d'origine naturelle. L’étude implique I’isolement, la purification et
l'identification phénotypique de souches bactériennes, suivis d’un criblage biochimique pour

¢valuer leur aptitude a produire du GABA, ainsi que I’analyse de leurs performances en

conditions contrdlées.

Par cette démarche, ce travail s’inscrit pleinement dans le cadre de la recherche actuelle
sur les aliments fonctionnels, et met en lumicre I’importance du patrimoine fermentaire local

comme réservoir d’innovations microbiologiques au service de la santé humaine.
Problématique :

Malgré I’intérét croissant porté aux aliments fonctionnels et aux composés bioactifs d’origine
microbienne, la production naturelle de GABA par des bactéries lactiques reste encore peu
exploitée, notamment dans les contextes fermentaires traditionnels. Bien que plusieurs souches de
bactéries lactiques aient éte identifiées comme productrices de GABA dans des matrices
alimentaires fermentées telles que le lait, le soja ou les légumes, les produits céréaliers fermentés
artisanaux en particulier le blé fermenté de type hamoum n'ont pas encore été suffisamment

étudiés sous cet angle.

Dans ce cadre, plusieurs questions scientifiques et technologiques se posent :

o Existe-t-il dans le blé fermenté de type hamoum une diversité significative de bactéries

lactiques capables de produire du GABA ?

e Quelles sont les souches les plus performantes en termes de production de GABA, et

quels sont les facteurs environnementaux qui influencent cette biosynthese ?

e« Comment ces souches peuvent-elles étre valorisées dans le développement d’aliments

fermentés enrichis en GABA ou dans d'autres applications biotechnologiques ?
Ainsi, la problématique centrale de ce travail peut étre formulée comme suit :

Dans quelle mesure les bactéries lactiques isolées a partir de blé fermenté traditionnel
"hamoum™ possedent-elles la capacité de produire de 1’acide y-aminobutyrique (GABA), et
comment peut-on les cribler, identifier et valoriser pour une application potentielle dans le

domaine des aliments fonctionnels ?
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1 Le GABA (Acide y-aminobutyrique) :
1.1 Définition :
L’acide y-aminobutyrique (GABA) est un acide aminé non protéinogéne présent chez les eucaryotes
et les procaryotes. Bien qu’il ne soit pas utilisé dans la biosynthese des protéines, le GABA joue un
role central dans divers processus biologiques. Chez les mammiféres, il agit comme le principal
neurotransmetteur inhibiteur du systéme nerveux central. Dans les micro-organismes, notamment
les bactéries lactiques, le GABA est produit dans le cadre de leur adaptation aux conditions acides
(Komatsuzaki et al., 2005; Yao et al., 2023).

Le GABA attire également un intérét croissant dans les domaines nutritionnel, pharmaceutique et

agroalimentaire, en raison de ses effets bénefiques prouveés sur la santé humaine.

1.2 Structure chimique :
Le GABA est un acide aminé a chaine linéaire composé de quatre atomes de carbone. 11 se distingue
des acides aminés standards par la position de son groupe amine sur le carbone y (carbone 4), d’ou

son nom.

7
0.0

Nom IUPAC: Acide 4-aminobutanoique

7
0.0

Formule brute: C,HsNO,

7
0.0

Poids moléculaire: 103,12 g/mol

0

% Structure linéaire: NH2-CH2-CH2-CH2-COOH

Le GABA est généralement produit par décarboxylation du L-glutamate, une réaction catalysée par
I’enzyme glutamate décarboxylase (GAD), qui nécessite le pyridoxal phosphate (coenzyme dérivé

de la vitamine B¢) comme cofacteur (Dhakal et al., 2012).
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1.3 Propriétés biochimiques :
1.3.1 Solubilité et stabilité :

Le GABA est hautement hydrosoluble, ce qui facilite sa diffusion dans les milieux aqueux

biologiques et alimentaires. 1l est stable dans des conditions de pH acide & neutre, mais peut se

dégrader a des pH basiques ou sous I’effet de fortes températures (Zhao et al., 2022).

7
0‘0

1.3.2 Métabolisme :
Syntheése: catalysée par la glutamate décarboxylase (GAD), qui convertit le glutamate en

GABA, avec libération de CO,.

Dégradation: dans les cellules animales, le GABA est catabolise par la GABA-
transaminase, produisant le succinique semi-aldéhyde, qui est ensuite oxydé en succinate, un
intermédiaire du cycle de Krebs (Petroff, 2002).

Chez les bactéries lactiques, ce métabolisme participe au maintien du pH intracellulaire, a
la tolérance au stress acide, et peut représenter un avantage adaptatif en milieu fermentaire
(Yao et al., 2023).

1.3.3 Activité biologique :

Chez les vertébres, le GABA agit en se fixant a deux types principaux de récepteurs:

GABA<sub>A</sub> : récepteurs ionotropes couplés a des canaux chlorure, produisant

une hyperpolarisation neuronale.

GABA<sub>B</sub>: récepteurs métabotropes liés a des protéines G, modulant I’activité

des canaux potassiques et calciques.

Ces actions entrainent une réduction de 1’excitabilit¢é neuronale, d'ou ses effets anxiolytiques,

sédatifs, hypotenseurs, et antispasmodiques (Diana et al., 2014).
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Tableau 1: compare les deux principaux types de récepteurs du neurotransmetteur GABA

Caractéristique GABA_A GABA B

Type lonotrope (canal CI7) Métabotrope (GPCR)

Structure Pentamérique (5 sous- | Hétérodimere (GABA Bl
unités) + GABA_B2)

Vitesse de réponse Rapide (millisecondes) Lente (secondes a minutes)

Mode d’action Entrée de CI© — | Sortie de K* / Inhibition
hyperpolarisation des canaux Ca?*

Effet Inhibition synaptique | Inhibition prolongée,
rapide modulation de la libération

des neurotransmetteurs

Cible pharmacologique Benzodiazepines, Baclofene
barbituriques, alcool

Localisation Postsynaptique Souvent presynaptique

Fonctions Anxiété, sommeil, | Spasticité,  dépendances,
anticonvulsivant modulation cognitive

Les récepteurs ionotropes GABA_A et les récepteurs métabotropes GABA B (Gassmann et al, 2012 ; et
Macdonald et al, 2022).

2 Roles physiologiques majeurs du GABA chez ’Homme :

2.1 Régulation de I’activité neuronale :

GABA agit principalement via deux types de récepteurs :

e GABA<sub>A</sub> (récepteurs ionotropes): ouverture rapide des canaux chlorure,

entrainant une hyperpolarisation du neurone.

e GABA<sub>B</sub> (récepteurs metabotropes): activation de protéines G, régulant

indirectement les canaux ioniques.
Cette inhibition permet :
e Le controle de la plasticité synaptique.
e Laprévention de I’hyperexcitabilité, essentielle pour éviter les crises épileptiques.

(Olsen & Sieghart, 2009; Macdonald & Olsen, 2022).
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2.2 Sommeil et rythme circadien :

GABA joue un role central dans la régulation du sommeil en inhibant les systémes d’éveil dans

I’hypothalamus et le tronc cérébral.

o Ilest impliqué dans I’initiation et le maintien du sommeil profond (stade NREM).

e Les médicaments favorisant I’activit¢ GABAergique (benzodiazépines, zolpidem) sont

largement utilisés comme hypnotiques (Franks, 2008 ; Luppi et al, 2017).

Le sommeil NREM (Non-Rapid Eye Movement), ou sommeil non paradoxal, est une phase du

sommeil qui précéde et alterne avec le sommeil REM (Rapid Eye Movement ou sommeil

paradoxal).

I1 représente environ 75 a 80 % du sommeil total chez I’adulte et se divise en trois sous-Stades

(selon la classification de I’ American Academy of Sleep Medicine, AASM ; 2007).

Tableau 2: comparatif centré sur le role du GABA dans les phases du sommeil NREM et REM: (Brown, R.
E., etal, 2012; Luppi, P. H., et al, 2017; Peever, J., 2017).

Aspect Sommeil NREM (Non-REM) Sommeil REM (Rapid Eye Movement)
Réle du GABA | GABA est le principal | Le GABA intervient de maniére indirecte
neuromodulateur  inhibiteur  qui | dans le sommeil REM en modulant
induit et maintient le sommeil | I’équilibre excitation/inhibition au niveau
NREM. Il agit notamment sur le | des structures pontiques impliquées dans
thalamus et 1’hypothalamus pour | I’atonie musculaire.
inhiber les systémes d’éveil.
Mécanisme Activation des récepteurs GABA, et | Moins direct : le GABA module les
d’action GABA b dans les  noyaux | neurones glutamatergiques et

préoptiques ventrolatéraux (VLPO),
inhibant les neurones
monoaminergiques
(noradrénergiques,
sérotoninergiques).

cholinergiques dans le tronc cérébral,
favorisant les caractéristiques spécifiques
du sommeil REM.

Effets observés

Induit le sommeil profond, abaisse le

tonus cortical, ralentit 1’activité
neuronale globale (ondes lentes
delta).

Participe a I’atonie musculaire, au
controle des mouvements oculaires
rapides et au traitement onirique.

Contribution
fonctionnelle

Favorise la récupération physique, la
consolidation de la  mémoire
déclarative, et I’homéostasie
synaptique.

Impliqué dans la consolidation des
mémoires émotionnelles et procédurales,
et dans la plasticité neuronale.

Modulation
pharmacologique

agents GABAergiques (exemple :
benzodiazépines, zolpidem)
prolongent les stades N2/N3.

Certains médicaments GABAergiques
réduisent paradoxalement le sommeil
REM (exemple : certains hypnotiques).
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2.3 Réduction de I’anxiété et des émotions négatives :
Le systeme GABAergique module les circuits de I’amygdale, impliqués dans la peur et ’anxiété.

Un déficit GABAergique est souvent associé a:
o troubles anxieux généralisés,
o dépression,
« troubles obsessionnels-compulsifs.

Les anxiolytiques agissent généralement en renforgant 1’action du GABA (Luscher et al., 2011;
Nuss, 2015).

2.4 Développement cérébral :
Chez le feetus et le jeune enfant, le GABA est initialement excitateur avant de devenir inhibiteur,

jouant un rdle dans:
o La prolifération neuronale,
e La migration cellulaire,
e La maturation des circuits neuronaux.
(Ben-Ari et al., 2007; Wang & Kriegstein, 2011)

2.5 Fonctions cognitives et plasticite :
Le GABA est impliqueé dans :

o L’apprentissage et la mémoire (via I’équilibre excitation/inhibition dans 1’hippocampe),
e La consolidation mnésique,
e Larégulation de ’attention et de la perception sensorielle.

Un déséquilibre GABAergique est observé dans des troubles cognitifs comme la schizophreénie,
I’autisme et la maladie d’ Alzheimer (M6hler, 2012; Zhang et al., 2021).

3  Effets nutritionnels du GABA :
Le GABA (acide y-aminobutyrique) présente plusieurs effets bénéfiques sur la santé humaine

lorsqu’il est administré par voie orale ou sous forme d’aliments fonctionnels enrichis.

o Effet hypotenseur : Le GABA permet de réduire la pression artérielle en inhibant 1’activité

du systeme nerveux sympathique. Plusieurs études ont démontré une diminution
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significative de la tension artérielle apres administration de GABA, notamment dans des
essais cliniques utilisant du lait fermenté enrichi (Inoue et al., 2003 ; Shimada et al., 2009).

Réduction du stress et de I’anxiété : Par I’activation des récepteurs GABA<sub>A</sub>,
il contribue a la régulation de ’humeur et a la réduction du stress psychologique (Boonstra
et al., 2015 ; Abdou et al., 2006). L’administration orale de GABA a notamment entrainé

une réduction des marqueurs du stress chez I’homme.

Amélioration du sommeil : L’ingestion de GABA, en particulier sous forme de
compléments alimentaires, a montré des effets positifs sur la qualité du sommeil, notamment
une réduction du temps d’endormissement et une amélioration de la durée totale du sommeil

(Yamatsu et al., 2016).

Effet hypoglycémiant : Le GABA joue également un réle dans la régulation du
métabolisme glucidique, en stimulant la sécrétion d’insuline et en améliorant la sensibilité a
cette hormone, comme observé dans des modéles expérimentaux chez la souris et chez

I’homme (Soltani et al., 2011 ; Purwana et al., 2014).

Produits enrichis : De nombreux aliments fermentés sont naturellement riches en GABA,
notamment le lait fermente, les yaourts, certains jus de fruits, le pain, ainsi que les produits a
base de soja fermenté (Dhakal et al., 2012 ; Li et al., 2010). On trouve également des
suppléments alimentaires de GABA sous forme de capsules, poudres ou boissons

fonctionnelles (Boonstra et al., 2015).

4 Applications thérapeutiques du GABA:

Le GABA est largement étudié pour ses effets pharmacologiques et son potentiel thérapeutique

dans diverses pathologies neurologiques et psychiatriques.

Epilepsie : Plusieurs antiépileptiques ciblent la voie GABAergique pour inhiber
I'excitabilité neuronale excessive. Des molécules telles que la vigabatrine et la gabapentine
agissent en augmentant les niveaux synaptiques de GABA ou en modulant ses récepteurs
(Treiman, 2001 ; Léscher & Schmidt, 2011).

Anxiété et dépression : Un déficit en GABA est souvent observé chez les patients souffrant

de troubles anxieux ou dépressifs. L’utilisation d’agonistes des récepteurs
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GABA<sub>A</sub> permet d’améliorer les symptomes (Mohler, 2012 ; Cryan &
Kaupmann, 2005).

e Maladie de Parkinson et d’Alzheimer : La modulation du systeme GABAergique
représente une stratégie prometteuse dans la réduction de I’hyperexcitabilité neuronale
observee dans les pathologies neurodégénératives. Elle peut aider a ralentir la progression
des atteintes cognitives (Lanct6t et al., 2007 ; Schousboe et al., 2014).

e Troubles du sommeil : Les hypnotiques comme les benzodiazépines et le zolpidem ciblent

les récepteurs GABA<sub>A</sub>, facilitant I’endormissement et prolongeant le sommeil

(Wafford & Ebert, 2008 ; Holbrook et al., 2000).

o Hypertension : Des formulations orales a base de GABA (exemple : bio-GABA) ont été
utilisées comme agents naturels pour la réduction de I’hypertension, avec des effets

significatifs observés chez I’homme (Inoue et al., 2003 ; Kim et al., 2013).

5 Limites:
Malgré ses effets bénéfiques démontrés, I'absorption orale directe du GABA est fortement limitée

par sa faible capacité a franchir la barriere hémato-encéphalique (BHE), réduisant ainsi son

efficacité thérapeutique (Boonstra et al., 2015 ; Froestl, 2022).

Afin de surmonter cette limitation, des stratégies innovantes telles que [lutilisation de
nanoparticules, de vecteurs lipidiques ou encore de dérivés lipophiles sont actuellement a I’étude

pour  améliorer la  biodisponibilit¢  cérébrale du  GABA  (Froestl, 2022).
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Chapitre Il

Les bacteries lactiques

1 Caractéristiques principales :
Les bactéries lactiques sont des cellules vivantes, procaryotes, hétérotrophes ou
chimioorganotrophes ce sont des microorganismes ubiquitaires susceptibles d'étre retrouvées

dans tous types d'habitat.

Elles occupent des niches écologiques variees, allant du tractus gastro-intestinal humain et
différentes surfaces des muqueuses des mammiferes aux produits alimentaires fermentés, en

passant par les végétaux et les environnements riches en glucides (Axelsson, 2015).

Pour se developper, elles ont besoin de sources de carbone organique, ont des
exigences nutritionnelles complexes en ce qui concerne les acides aminés ou les peptides,

les vitamines et les acides gras (Prescott et al., 1999).

Ce sont des bactéries a Gram-positif dont la teneur en guanine et cytosine (GC) est
inférieure a 53% ce qui les classes dans les bactéries a faible pourcentage de GC %
(Gonzalez et al., 2000) ; non sporulées, aéro-anaerobies facultatives ou anaérobies strictes,

capables de fermenter les sucres pour produire principalement de I’acide lactique.

Elles jouent un réle fondamental dans la fermentation des aliments, la conservation, la
sécurité microbiologique, ainsi que dans la production de composés bioactifs comme le GABA
(acide y-aminobutyrique) (Zheng et al., 2020 ; LeBlanc et al., 2017).

Traditionnellement, leur classification reposait sur des criteres phénotypiques,

biochimiques et physiologiques, bien avant I'ere des analyses génomiques.

11
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2  Classification taxonomique :
2.1 Classification phénotypique traditionnelle :

Historiquement, les BL étaient classées selon des caractéristiques morphologiques (cocci
ou bacilles), physiologiques (type de fermentation, tolérance au sel, température de croissance) et
biochimiques (profils enzymatiques, fermentation de sucres).

La classification classique regroupait les bactéries lactiques dans 1’ordre des Lactobacillales

(classe des Bacilli, phylum Firmicutes).

Les principales familles inclus étaient :
Lactobacillaceae, Streptococcaceae, Leuconostocaceae et Carnobacteriaceae.

Cette approche avait permis de distinguer plusieurs genres clés, comme récapitulé dans le tableau

ci-dessous:

Tableau 3 : Classification traditionnelle basée sur les caractéres phénotypiques (Axelsson 2015).

Forme Type de . "
Genre . yp . Particularités
cellulaire fermentation
Lactobacillus Bacilles Homo- ou hétéro | Diversité élevée, role en
fermentaire fermentation végétale
Lactococcus Cocci Homofermentaire | Important en fromagerie
Streptococcus Cocci Homofermentaire | Thermophile, utilisé dans le yaourt
Leuconostoc Cocci Hétérofermentaire | Sensible au sel, impliqgué en
fermentation lactique
Pediococcus Cocci Homofermentaire | Résistance a I’acidité, important en
(tétrades) vin
Enterococcus Cocci Variable Commensal intestinal, parfois
pathogene
Weissella Coccilirrég | Hétérofermentaire | Environnement végétal, peu tolérant
ulier au sel
Carnobacterium Bacilles Homofermentaire | Environnement  froid,  aliments
d’origine animale

Cette classification, bien qu’opérationnelle en microbiologie industrielle, présentait de

nombreuses limitations du point de vue phylogénétique et évolutif (Wuyts et al., 2017).

12
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2.2 Révolution taxonomique basée sur la génomique depuis 2017:

L’introduction des outils de phylogénomique, tels que I’analyse du génome entier, le
calcul de la similarité nucléotidique moyenne (ANI) et les arbres phylogénétiques multi-genes, a

permis de revisiter la taxonomie des BL avec une résolution sans précedent.

L’étude fondatrice de Zheng et al. (2020), basée sur I’analyse comparative de plus de 260
génomes de Lactobacillus, a conduit a une refonte compléte du genre, précédemment
polyphylétique et trop hétérogéne, cette étude a proposé:

L’introduction des outils de phylogénomique, tels que 1’analyse du génome entier, le
calcul de la similarité nucléotidique moyenne (ANI) et les arbres phylogénétiques multi-genes, a

permis de revisiter la taxonomie des BL avec une résolution sans précédent.

L’étude fondatrice de Zheng et al. (2020), basée sur I’analyse comparative de plus de 260
génomes de Lactobacillus, a conduit a une refonte compléte du genre, précédemment

polyphylétique et trop hétérogene.
Cette étude a proposé :

e La définition de 23 nouveaux genres (ex. Lacticaseibacillus, Lactiplantibacillus,

Limosilactobacillus, Levilactobacillus),
e La conservation du genre Lactobacillus sensu stricto, réduit a une vingtaine d’espéces,

e La fusion des familles Lactobacillaceae et Leuconostocaceae en une seule unité

taxonomique cohérente (Zheng et al., 2020).

2.3 Nouveaux genres et implications taxonomiques:

Chaqgue nouveau genre a été defini selon des criteres génomiques (ANI > 94 % intra-genre),
¢cologiques (niche d’isolement), fonctionnels (voie de fermentation, production de bactériocines,

etc.) et phylétiques (génes conservés). Voici quelques exemples:

e Lacticaseibacillus : comprend L. casei, L. paracasei, L. rhamnosus
e Lactiplantibacillus : L. plantarum, L. pentosus, L. paraplantarum
e Levilactobacillus : L. brevis

e Limosilactobacillus : L. fermentum, L. reuteri
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e Furfurilactobacillus, Secundilactobacillus, etc. (Zheng et al., 2020)

Cette nouvelle nomenclature permet une meilleure compréhension des liens évolutifs, facilite

la prédiction fonctionnelle et améliore la tracabilité des souches utilisées dans les produits

alimentaires et pharmaceutiques.

2.4 Taxonomie génomique actuelle des bactéries lactiques :

Suite aux révisions taxonomiques recentes validées par la LPSN (List of Prokaryotic

Names with Standing in Nomenclature), les bactéries lactiques sont désormais regroupées en

familles et genres définis principalement sur des criteres phylogénomiques, comme résumé dans

le tableau ci-dessous :

Tableau 4: Classification génomique moderne des bactéries lactiques.

Famille Genres représentatifs Ca}rac_tensthues taxonomiques Réferences
principals
Lactobacillaceae Lactobacillus, Famille élargie aprés fusion avec | Zheng
Lacticaseibacillus, Leuconostocaceae. Comprend de | et al. (2020)
Lactiplantibacillus, nombreux genres remaniés du
Fructilactobacillus, groupe Lactobacillus Classique
Pediococcus
Streptococcaceae | Streptococcus, Cocci homofermentaires, importants | Wuyts
Lactococcus en fermentation laitiére et al. (2017)
Leuconostocaceae | Leuconostoc, Cocci ou bacilles | Zheng
Weissella hétérofermentaires,  fermentations | et al. (2020)
végetales et lactées
Enterococcaceae Enterococcus, Cocci tolérants au sel, présence | Axelsson
Tetragenococcus intestinale, potentiellement | (2015)
pathogenes
Carnobacteriaceae | Carnobacterium, Bacilles psychrotrophes, présents en | Axelsson
Alkalibacterium environnement marin ou froid. (2015),
Zheng
et al. (2020)

Le séquencage du gene codant ’ARNr 16S reste une méthode de référence pour

I’identification des bactéries lactiques a 1’échelle du genre. Toutefois, des approches plus récentes

comme I’analyse comparative de génomes entiers (Whole Genome Sequencing, WGS) et le
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calcul de la similarité moyenne de nucléotides (ANI) permettent une classification plus précise et

cohérente sur le plan phylogénétique (Makarova et al., 2021 ; Zheng et al., 2020).

3 Critéres d’identification classique des bactéries lactiques :
3.1 Morphologie cellulaire :

Les bactéries lactiques se divisent classiqguement en deux grands groupes morphologiques en

fonction de la forme cellulaire observée au microscope optique :

e Les cocci, de forme sphérigue ou ovoide, regroupent les genres Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus et Streptococcus. Ces bactéries sont généralement disposées en

chaines ou en tétrades selon I’espece (Axelsson, 2015 ; Zheng et al., 2020).

e Les bacilles, de forme allongée, sont représentés par les genres Lactobacillus et
Carnobacterium. Les cellules peuvent apparaitre droites ou légérement incurvées, isolées

ou en chaines courtes, selon les conditions de culture et 'espece (Wuyts et al., 2017 ;

Zheng et al., 2020).

Cette classification morphologique constitue une premiére étape importante dans
l'identification des bactéries lactiques, bien qu’elle doive étre complétée par des analyses
biochimiques et moléculaires pour une identification précise (Beresford et al., 2022).
3.2 Type de fermentation:
Les bactéries lactiques possedent un métabolisme fermentaire anaérobie facultatif.
Leur principale caractéristique métabolique est la production d’acide lactique comme

meétabolite final principal, a partir de la fermentation des glucides.

3.2.1 Homofermentation (voie EMP) :
Les BL homofermentaires utilisent la voie Embden—Meyerhof-Parnas (EMP), ou une

molécule de glucose est convertie en deux molécules de lactate, avec génération nette de 2 ATP

cette fermentation ne produit pas de CO..

e L’équation globale est :

Glucose — 2 Lactate + 2 ATP

o Ce type de fermentation est observé chez Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus,
Pediococcus pentosaceus et certaines souches de Lactobacillus dites homofermentaires
(L. delbrueckii, L. acidophilus) (Axelsson, 2015 ; Beresford et al., 2022).
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3.2.2 Hétérofermentation (voie PKP) :
Les BL hétérofermentaires utilisent la voie phosphoketolase (PKP) dérivée des pentoses

phosphates. Une molécule de glucose est métabolisée en une molécule de lactate, une de CO,, et

une d’éthanol ou d’acétate, avec un gain net d’un ATP.

e L’équation globale est :

Glucose — 1 Lactate + 1 Ethanol/Acétate + 1 CO, + 1 ATP

o Caractéristique des genres Leuconostoc, Weissella, Oenococcus, et des Lactobacillus
hétérofermentaires tels que L. brevis ou L. fermentum (Zheng et al., 2020 ; Wuyts et al.,
2017).

3.2.3 Régénération du NAD™ :

La régénération du NAD™ est essentielle pour permettre la continuité de la glycolyse, dans
la fermentation lactique, le NAD™ est régénéré par 1’action de la lactate déshydrogénase (LDH)
qui réduit le pyruvate en lactate.

Chez les hétérofermentaires, d’autres voies de régénération existent via la réduction de
I’acétaldéhyde en éthanol ou de I’acétate en acétate phosphoactivé (Axelsson, 2015).

3.3 Température et pH de croissance :
Elles sont capables de croitre a des tempeératures inférieures a 5°C et supérieur a 45°C,

e Mésophiles : croissent entre 20—40 °C (exemple : Lactococcus spp., Leuconostoc spp.).

e Thermophiles : croissent entre 45-50°C (exemple : Streptococcus thermophilus,

Lactobacillus delbrueckii).

Les BL sont acidophiles, le pH optimal de croissance varie entre 4 et 4,5 mais la

prolifération peut s’effectuée a des pH compris entre 3,2 et 9,6 (Caplice et Fitzgerald,
1999).

3.4 Caractéristiques biochimiques :

Les BL ne possedent ni nitrate réductase ni cytochrome oxydase (mis a part quelques
rares souches dans des conditions spécifiques) et présentent une activité protéolytique ; elles ne
produisent ni indole ni sulfure d’hydrogéne, et incapables de fermenter le glycérol (Dellaglio et
al., 1994; Salminen et al., 2004 ; Zhang et Cai, 2014).
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Les BL sont des anaérobies facultatifs qui tolérent I’oxygéne mais n’en tirent pas parti

pour la respiration.

La majorité des espéces sont catalase-négatives, ce qui signifie qu'elles ne peuvent pas
dégrader le peroxyde d'hydrogene via la catalase, bien que certaines possedent une pseudo-
catalase, cette tolérance a I’oxygéne est soutenue par des enzymes comme la NADH oxydase ou

la peroxydase (Makarova et al., 2021).

Les BL tolérent des concentrations allant de 2 a 6 % de NaCl, bien que certaines souches

extrémophiles puissent survivre jusqu'a 10 %.

« Lactiplantibacillus plantarum et Levilactobacillus brevis sont particuliérement résistants,

avec une croissance observeée jusqu’a 8 % de NaCl (Zang et al., 2020 ; Lee et al., 2021).

e Lactococcus lactis et Streptococcus thermophilus montrent une tolérance modérée

(jusqu’a 4 %), au-dela de laquelle la croissance est inhibée (Vinderola et al., 2019).

Certaines souches de Enterococcus et Tetragenococcus tolérent également des
concentrations élevees de NaCl (jusqu'a 10 %), ce qui les rend utiles pour les produits fermentés
salés (Sun et al., 2022).

4 Activités enzymatiques spécifiques des BL :

Les BL produisent des enzymes métaboliques specialisees :

4.1 Glutamate décarboxylase (GAD) :

Cette enzyme catalyse la conversion du glutamate en acide y-aminobutyrique (GABA), un
composé bioactif aux effets neuroprotecteurs et hypotenseurs. Des espéces telles que
Lactiplantibacillus plantarum et Levilactobacillus brevis sont connues pour leur haute activité

GAD, ce qui en fait des souches d’intérét pour la formulation de produits fonctionnels enrichis en

GABA (Li et al., 2022).

4.2 Peptidases et protéases :

Ces enzymes hydrolysent les protéines, comme les caséines du lait, libérant des peptides
bioactifs et des acides aminés essentiels. Ce processus améliore la texture, la saveur et la
digestibilité des produits laitiers fermentés comme le fromage et le yaourt (Papadimitriou et al.,
2019).
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4.3 Glycosidases :

Ces enzymes dégradent des polysaccharides complexes (oligosaccharides végétaux,
lactose), facilitant 1’assimilation des sucres et réduisant les effets indésirables comme les gaz
intestinaux. Elles sont également impliquées dans la libération de composés aromatiques durant
la fermentation (Papadimitriou et al., 2019).

4.4 Lipases et estérases :

Bien que moins communes chez les BL, certaines souches possedent ces enzymes, qui
sont impliquées dans I’hydrolyse des triglycérides et des esters, entrainant la libération d’acides
gras volatils et de composés aromatiques contribuant a la typicité sensorielle des fromages
affinés.

Abriouel et al. (2020) soulignent I’importance de ces activités lipolytiques, notamment
chez certaines souches de Lactobacillus casei et Lacticaseibacillus rhamnosus, dans le

développement de la flaveur et de la texture des produits laitiers a longue maturation.

4.5 Phytases :
Certaines BL sont capables de dégrader I’acide phytique dans les céréales, améliorant la
biodisponibilité des minéraux comme le fer, le zinc et le calcium, ce qui est particulierement

intéressant pour les aliments d’origine végétale (Abriouel et al., 2020).

Ces activités enzymatiques varient considérablement d'une espéce a l'autre, et méme entre
souches au sein d'une méme espéce, ce qui conditionne leur pertinence pour des applications

spécifiques dans les industries alimentaires et pharmaceutiques.

Selon Papadimitriou et al. (2019), cette variabilité enzymatique explique la nécessité d’un
criblage précis et d’une sélection rationnelle des souches de BL en fonction des objectifs

technologiques ou nutritionnels visés.

5 Effets probiotiques des bactéries lactiques :
Les bactéries lactiques sont largement reconnues pour leurs effets probiotiques, définis comme
des effets bénéfiques sur la santé de I’hote lorsqu’elles sont administrées en quantités adéquates

(FAO/WHO, 2002). Parmi ces effets, on note:
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5.1 Amélioration de la santé intestinale :

Plusieurs souches comme Lacticaseibacillus rhamnosus GG et Lactiplantibacillus

plantarum renforcent la barriére intestinale, stimulent la production de mucus, et favorisent

I’équilibre du microbiote intestinal (Wells et al., 2021).

5.2  Modulation immunitaire :

Les BL interagissent avec les cellules immunitaires intestinales (cellules dendritiques,

lymphocytes T), induisant une réponse anti-inflammatoire et une augmentation des IgA

sécrétoires, comme ’ont démontré Makarova et al. (2021).

5.3 Activité antimicrobienne :

Les bactéries lactiques exercent une inhibition directe sur divers pathogénes intestinaux

gréce a plusieurs mécanismes moleculaires ont recapitulés dans le tableau suivant :

Tableau 5: Mécanismes antimicrobiens des bactéries lactiques.

Mécanisme Description Souches concernées /|Références
antimicrobien Exemples
Production d’acide Abaissement du pH, créant un environnement|L. plantarum, Wells et al
Lactique défavorable aux pathogénes. L. rhamnosus (2021)
Production de ) . o
Molécule oxydante qui perturbe I’ADN et les|Certaines souches de|Papadimitriou et
peroxyde d’hydrogéne . ] .
membranes des bactéries sensibles. Lactobacillus al. (2019)
(H20,)
o Oldak et al
o ] o ] . |L. lactis (nisine),
Sécrétion de Peptides antimicrobiens ciblant surtout les bactéries o (2017),
L . o ] P. acidilactici
bactériocines Gram positif (ex. Listeria, Bacillus). o Wells et al
(pediocine PA-1)
(2021)
Compétition pour
] Formation de biofilms, inhibition de D’adhésion des|L. rhamnosus, Makarova et al.
les nutriments
pathogénes, sécrétion d’exopolysaccharides. L. plantarum (2021)
et 1’adhésion
Production de
COMPpOosés Production d’acide acétique, acide formique, phénols,Diverses espéces de|Abriouel et al.
antimicrobiens diacétyles qui perturbent les pathogénes. BL (2020)
secondaires
) Composé antimicrobien dérivé du glycérol produit par| =~ ) .
Production de o ] ] ) . Limosilactobacillus  |Abriouel et al.
. Limosilactobacillus reuteri ; actif contre bactéries Gram-| )
Reutérine reuteri (2020)

positif et Gram-négatif, levures, et protozoaires par
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alkylation des groupes thiols essentiels aux pathogénes.

Ces mécanismes agissent souvent en synergie et dépendent fortement des espéces et

souches impliquées, des conditions de culture et du substrat. Ils expliquent 1'usage croissant des

BL comme agents bioconservateurs naturels et comme probiotiques.

5.4 Production de vitamines :

Les bactéries lactiques (BL) sont également reconnues pour leur capacité a synthétiser

diverses vitamines hydrosolubles, principalement du complexe B, ce qui contribue a enrichir la

qualité nutritionnelle des aliments fermentés.

Vitamine B1 (thiamine) : Certaines souches de Lactococcus lactis et Levilactobacillus
brevis peuvent produire de la thiamine, bien que sa synthése dépende fortement de la
disponibilité des précurseurs dans le milieu (Mékela et al., 2022).

Vitamine B2 (riboflavine) : La production de riboflavine a été documentée chez
Lactiplantibacillus plantarum, Lacticaseibacillus rhamnosus, et Lactococcus lactis. Ces
bactéries peuvent excréter de la riboflavine dans le milieu, améliorant ainsi la teneur en

vitamine B2 des aliments fermentés (Zhang et al., 2021 ; Russo et al., 2020).

Vitamine B3 (niacine ou acide nicotinique) : Certaines souches de BL peuvent
contribuer a la biosynthese de niacine a partir du tryptophane, bien que cette voie soit peu

exploitée industriellement (Rekha et al., 2023).

Vitamine B6 (pyridoxine) : Lactiplantibacillus plantarum et Limosilactobacillus
fermentum sont capables de produire de faibles quantités de pyridoxine, essentielle au

métabolisme des acides aminés (Monteiro et al., 2022).

Vitamine B7 (biotine) : La production de biotine est moins fréquente mais a été observée
chez certaines souches de Lactobacillus delbrueckii et Streptococcus thermophilus
(Gomes et al., 2021).

Vitamine B9 (folate ou acide folique) : L’une des vitamines les plus largement produites
par les BL. Lactiplantibacillus plantarum, Lacticaseibacillus rhamnosus, et
Bifidobacterium adolescentis ont été identifies comme de bons producteurs de folates,

notamment dans des produits laitiers fermentés (Wang et al., 2020 ; Kiousi et al., 2019).
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e Vitamine B12 (cobalamine) : Bien que rare, la production de cobalamine a été observée
chez certaines souches de Propionibacterium freudenreichii (co-cultivées avec BL), ainsi

que chez quelques souches atypiques de Lactobacillus reuteri (Tuo et al., 2022).

6 ROole des bactéries lactiques dans la production du GABA :

Les LAB possédent I’enzyme glutamate décarboxylase (GAD), qui catalyse la
décarboxylation du L-glutamate en GABA. Cette voie métabolique est activée généralement en
réponse a des conditions acides, permettant aux bactéries de réguler leur pH interne (Li, H., Cao
et al., 2010).

En monoculture :

Certaines souches de LAB produisent du GABA efficacement lorsqu'elles sont cultivées seules

(monoculture) par exemple :

e Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei et
Lactococcus lactis sont des souches bien documentées pour leur capacité a produire du
GABA (Siragusa et al., 2007 ; Wu & Shah, 2017).

e Des études montrent que la souche L. brevis NPS-QW-145 peut produire jusqu’a 327
mM de GABA dans des milieux optimisés (Shi et al., 2014).

En co-culture :

La co-culture de bactéries lactiques (LAB) représente une stratégie biotechnologique
prometteuse pour améliorer la production de 1'acide y-aminobutyrique (GABA), la co-culture
repose sur les interactions synergetiques entre différentes souches ou especes, pouvant
améliorer la viabilité cellulaire, le métabolisme acide-aminé et la tolérance au stress acide,
favorable a I’activité de la glutamate décarboxylase (GAD), I'enzyme clé de la biosynthése du
GABA (Li & Cao, 2010).

Dans une étude récente, la co-culture de Levilactobacillus brevis et Lactiplantibacillus
plantarum, isolées d’un substrat végétal, a permis une augmentation significative de la

production de GABA (jusqu’a 35 mg/L) par rapport aux cultures simples (Chen et al., 2023).

Levilactobacillus brevis, une souche non-protéolytique, a montré une production améliorée de
GABA (jusqu’a 4,8 g/L) lorsqu’elle est co-cultivée avec Streptococcus thermophilus en

présence de cystéine dans un substrat laitier. S. thermophilus, en tant que bactérie
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protéolytique, facilite la libération de glutamate a partir de protéines laitieres, substrat direct
de la GAD (Wu, Q etal; 2015).
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Chapitre 111
Blé fermenté

Aliment fermenté comme source potentielle de bactéries lactiques

1 Lafermentation :
La fermentation constitue l'une des plus anciennes méthodes de transformation des

denrées alimentaires utilisées par I’humanité (Caplice & Fitzgerald, 1999). Les aliments
fermentés se définissent comme des produits ayant subi I’action de microorganismes spécifiques
dont les enzymes transforment les macromolécules notamment les polysaccharides, les protéines
et les lipides en composés non toxiques, tout en genérant des ardmes, des saveurs et des textures
appréciées des consommateurs (Steinkraus, 1997 ; Chacko et al., 2010). Ces produits connaissent
un regain d’intérét au cours des dernieres décennies, en raison de leur caractere traditionnel, de

leur diversite, ainsi que de leurs propriétés organoleptiques remarquables (Bonnarme, 2011).

Plusieurs microorganismes peuvent participer a la fermentation des aliments tels que les
bactéries, les moisissures et les levures. Les genres les plus rencontrés sont respectivement :
Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactobacillus,
Propionibacterium, Bacillus, Micrococcus, Acétobacter, Aspergillus, Penicillium,
Rhizopus, Fusarium, Cladosporium, Saccharomyces et Candida (Steinkraus, 1997 ;
Caplice et Fitzgerald, 1999).

Deux types de fermentation peuvent affecter les aliments :
La fermentation spontanée résultant de 1’action des microorganismes présents dans la matiére

premiére.

La fermentation contrdlée résultant de I’action des microorganismes sélectionnés (cultures

starters) selon Blandino et al., 2003 ; Yao et al., 2009 ; Tamang et Kailasapathy, 2010).

La fermentation des céréales s’effectue systématiquement apreés une phase d’hydratation
préalable des grains (FAO/WHO, 2005). Ce processus est genéralement dominé par une

fermentation de type lactique, favorisée par la présence de bactéries lactiques naturellement
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présentes sur les grains ou dans I’environnement (Yao et al., 2009 ; Tamang & Kailasapathy,
2010). Toutefois, cette fermentation peut étre compromise par la contamination fongique,
laquelle entraine des altérations physiques notables telles que des changements d’aspect, de gott
ou d’odeur, ainsi que des modifications biochimiques affectant la qualité nutritionnelle des
aliments. De nombreuses espéces de moisissures, notamment celles appartenant au genre
Aspergillus fréqguemment retrouvées dans I’air, le sol ou sur les cultures sont capables de produire
et de libérer des mycotoxines potentiellement toxiques pour la santé humaine (Bhanja et al.,
2009).

La fermentation joue un rdle fondamental dans la biopréservation des denrées
alimentaires, principalement grace a la production d’une large gamme de métabolites
antimicrobiens par le microbiote fermentaire, en particulier les bactéries lactiques (BL). Parmi
ces composes, on retrouve les acides organiques, le dioxyde de carbone (CO,), le peroxyde
d’hydrogéne (H,0,), le diacétyle, I’acide phénylacétique, les dipéptides cycliques, les
bactériocines, la reutérine et divers acides gras, qui peuvent agir de maniere synergigque au sein
d’écosystémes alimentaires complexes pour inhiber les microorganismes pathogenes et prévenir

la détérioration des aliments (Corsetti et al., 2015).

Certaines espéces de BL, isolées a partir de céréales fermentées et appartenant aux genres
Lactobacillus, Enterococcus, Pediococcus et Leuconostoc, sont reconnues pour leur capacité a
produire des substances aux propriétés antibactériennes (Zacharof & Lovitt, 2012) et

antifongiques (Crowley et al., 2013 ; Bianchini, 2015).

Par ailleurs, ces bactéries se distinguent également par leur aptitude a fixer certaines
mycotoxines et a inhiber la croissance de moisissures toxinogenes, notamment grace a
I’abaissement du pH induit par leur activité fermentaire et a la production de composés de faible
poids moléculaire. Les acides organiques produits diffusent a travers la membrane des

champignons, libérant des ions hydrogene qui provoquent une acidification intracellulaire.

Ce phénomene perturbe I’intégrité membranaire, augmente la perméabilité de la membrane

plasmique et désactive le gradient électrochimique des protons, conduisant finalement a la mort

cellulaire des microorganismes fongiques (Ryma Merabti, 2015).

Les céréales constituent des substrats particulierement adaptés au développement de

1vers microorganismes probiotiques, favorisant ainsi la production d’aliments fermentés a visée
d biot , fi t | duction d’al ts fi t
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fonctionnelles. Plusieurs produits traditionnels fermentés a base de céréales, tels que le togwa,
bushera, mahewu, ben-saalga, boza ou encore pozol, illustrent ce potentiel en tant que vecteurs
naturels de probiotiques (Vasudha & Mishra, 2012).

Le microbiote associé aux céréales fermentées joue un role clé dans 1’enrichissement
nutritionnel, en particulier en augmentant la teneur et la biodisponibilité de plusieurs vitamines
hydrosolubles, notamment celles du groupe B, telles que la thiamine (B1), la riboflavine (B2),

I’acide pantothénique (B5), le pyridoxal (B6), la biotine (B7) et la cyanocobalamine (B12).

Une étude menée par Ekinci (2005) a mis en évidence une élévation significative des
concentrations en riboflavine (B2), niacine, acide pantothénique (B5), ainsi qu’en acide
ascorbique et folique, dans le tarhana, une préparation fermentée a base de céréales originaire de

Turquie.

Par ailleurs, le processus de fermentation favorise une acidification du milieu, créant des
conditions propices a I’action enzymatique sur les phytates des composés antinutritionnels
présents dans les céreales qui complexent les protéines et les cations multivalents tels que le fer,
le zinc, le calcium et le magnesium. La dégradation des phytates au cours de la fermentation
permet ainsi d’accroitre la solubilité et donc la biodisponibilit¢é de ces minéraux essentiels

(Kamal-Eldin, 2012).

2 BIlé fermenté :
En Algérie, le blé était historiguement conservé dans des silos souterrains appelés

matmoura (figure 1) suite a [Dinfiltration accidentelle des eaux de précipitation dans la

-

i N S I S M oy —

Figure 1: Formes typiques du matmoura (Bartali, 1987)
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matmoura,

Les grains de blé humidifiés ou inondés en périphérie et en profondeur du silo, subissent

une fermentation spontanée.

La présence d’humidité, de température non contrdlée et I’absence d’air crée dans la
matmoura, engendrent les phénomeénes de fermentation d’origine microbienne qui peuvent durer
plusieurs années (< neuf années) (figure 3). Le godt du blé fermenté est alors découvert et entré
dans les habitudes alimentaires pour la fabrication de pain de blé fermenté ou de couscous
lemzeiet, elmechroub ou encore hamoum (Mokhtari, 2016). Ce blé est caractérisé par une variété
de saveurs, de textures et d’aromes particuliers trés convoités par les consommateurs des régions

spécifiques (Bekhouche et al., 2013).

Figure 2: préparation d’une matmoura souterrain (Bartali et al, 1984)

Les méthodes de stockage des céréales exigent un contrble de plusieurs facteurs,
notamment la température et ’humidité, afin d’assurer une conservation optimale des grains
(Nique, 2006). Parmi les techniques traditionnelles, le stockage souterrain représente une pratique
ancestrale largement adoptée pour la constitution de réserves alimentaires a usage domestique,

communautaire ou commercial (Bartali et al., 1989).
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Cette méthode présente de nombreux avantages : elle permet de maintenir le blé a une
température relativement stable, avoisinant les 20 °C, dans un environnement confiné et pauvre
en oxygene (anaérobiose), ce qui limite considérablement la prolifération de parasites. Elle offre

également une bonne protection contre les variations climatiques et environnementales.

De plus, cette technique est économiquement avantageuse en raison de son faible co(t et
repose sur ’utilisation de matériaux locaux ainsi que sur un savoir-faire traditionnel, transmis de

génération en génération (Bartali et al., 1989).
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Figure 4: Echantillon du blé fermenté récolté de Matmoura
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Chapitre IV

Matériels et méthodes

1 Objectif :
Les objectifs de cette étude se basent autour des points suivants :

* Isolement des bactéries lactiques a partir de différents échantillons de blé fermenté traditionnel

type hamoum.
« L étude des caractéristiques phénotypiques, physiologiques et biochimiques des isolats.

« Criblage des bactéries lactiques productrices de GABA.

2 Lieu et période de travail :
Le travail expérimental a été réparti en deux étapes, réalisees dans deux laboratoires de la

faculté des sciences de la nature et de la vie de I'université Ibn Khaldoun de Tiaret.

L’expérimentation a été réalisée durant la période de 14 Avril au 04 Juin 2025.

Au niveau de laboratoire de microbiologie : Isolement et identification phénotypiques et
biochimiques de certaines bactéries lactiques impliquées dans la fermentation du milieu M17
enrichie en MSG pour produire le GABA

Au niveau de laboratoire de biochimie : Dosage colorimétrique du GABA dans les solutions

fermentées par la méthode a la ninhydrine

3 Matériel :
3.1 Matériel végétal :

Le choix du matériel végétal repose sur plusieurs criteres, parmi lesquels :

Le premier critere ayant motivée le choix du Hamoum réside dans sa richesse naturelle en

microorganismes vivants, qui favorise le processus de fermentation spontanée.

Le second critére consiste a mettre en avant le Hamoum, considéré comme un aliment
trésor encore méconnu du grand public. Ce choix se justifie par le fait que cette variété de blé dur
est largement consommeée dans les zones rurales, mais demeure peu étudiée par rapport a d’autres

céréales.
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Le troisieme critére concerne les propriétés médicinales attribuées au Hamoum. En effet,
ces variétés présentent une haute valeur nutritionnelle, bénéfique notamment pour les personnes
souffrant de cancer, de diabéte ou de troubles digestifs. De plus, sa composition riche en micro-

organismes vivants, favorise une fermentation naturelle.

Le Hamoum utilisé dans cette étude a été récolté dans la commune de TIDDA, situee dans
la wilaya de Tiaret, durant la période d’octobre 2024 aprés un stockage de 7ans dans la
matmoura. Le choix de cette localité s'explique par la forte disponibilité de cette variété de blé
fermenté sélectionnée comme source potentielle pour cribler les bactéries lactiques productrices
de GABA.

Le Hamoum récolté a été divisé en trois échantillons distincts ont été conservés a

I’obscurité dans un emballage alimentaire au réfrigérateur a 4 °C jusqu’a son utilisation.

3.2 Matériel de laboratoire utilise :
L’ensemble des équipements et matériels laborantins mobilisés pour la réalisation de ce

travail expérimental est détaillé dans le tableau suivant :

Tableau 6: Matériel de laboratoire utilisé

Appareillage Les milieux de Verreries Produits chimiques

culture Biochimique
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Etuves 30°C, 44°C Gélose MRS Boites de Pétri Alcool Ethanol

Réfrigérateur Bouillon M17 Tubes a essai . .

Bain-marie Milieux : Bichers Violet de gentiane

Autoclave TSE Pipettes pasteur Fuschine

Balance électronique TSI Erlenmeyers

Bec Bunsen Mannitol mobilité Flacons stériles Lugol

Microscope Optique Citrate de Simmons Micropipettes Bleu de methylene

Spectrophotométrie Clarck &lubs Eprouvettes gradués | Eau distillee

Agitateur magnétique | Shubert cloche Anse de platine MSG

chauffant LDH, ODC et ADH Porteurs des tubes Papier absorbant

PH métre Lames et lamelles H20zperoxyde

Vortex Entonnoirs d’hydrogene

) Fiole juges Disque Oxydase

Cer_ltrlfugeuse Spatules Disque ONPG

Agitateur Seringues Glycséroll ,
Boites de Pétri Lait ecreme
Pipette Pasteur TCA
Dessiccateurs Ninhydrine

4 Meéthodes :

4.1 Protocole expérimental :

L’ensemble des étapes expérimentales suivies dans ce travail est synthétisé dans les

figures 1 et 2.

Prends des échantillons de BFH

Mélange les échantillons dans un tampon stérile

hauillon TSE

Incuber les échantillons pendant 30 min a température

Récolte de BFH dans une boite en plastique stérile

ambiante sous agitation pour permettre aux bactéries de
se détacher du blé fermenté.

Inoculer une 100 ul de la suspension
d’échantillons sur le milieu MRS gélose

Prise des photos
et caractérisation d’aspect
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Figure 5: décrit le processus d’isolement et d’identification des bactéries lactiques

Criblage des bactéries lactiques productrices de GABA

Cultivées les BL sélectionnées dans le bouillon M17 enrichie en MSG 0,25 %

Les milieux sont incubés a température et pH optimaux en anaérobie ou micro-aérobie

Filtration des BL

Détection de la production de GABA dans le filtrat (échantillon a analysé)

Centrifugation de filtrat solution étalon

0,5 Surnageant +0,5 TCA

Centrifugation de solution

0,5 MSG 0,25 % (m/v) + 0,5 TCA 10%
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Figure 6: illustre les étapes de fermentation, de production et de dosage du GABA.

4.2.1 Purification et Triage :

Apres purification initiale, 1’échantillon représentatif a été trié et soigneusement

homogénéise, puis subdivisé en trois fractions distinctes a des fins d’analyse.
Chaqgue fraction a été transférée dans un flacon stérile en verre d’une capacité de 500 mL,
puis conservée a basse température (4 °C) afin de préserver I’intégrité microbiologique jusqu’a

leur utilisation ultérieure.

Figure 7: enchantions de blé fermenté
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4.2.2 Préparation de la solution mere et des dilutions décimales :

La préparation des dilutions commence par la réalisation de la solution mére, obtenue en
ajoutant 1 g de blé fermenté dans 9 ml de bouillon TSE stérile, suivie d’une agitation au vortex
pendant 30 minutes afin de favoriser le détachement des bactéries de grain de blé fermenté.

A partir de cette solution, des dilutions décimales successives sont effectuées en
transférant 1 ml de la dilution précédente dans 9 ml de bouillon TSE stérile, jusqu’a atteindre une
dilution finale de 1073. La méme procédure est appliquée aux deux autres échantillons analysés.

4.3 Analyse microbiologique :

4.3.1 L’ensemencement :

Une analyse microbiologique qualitative a été réalisée en ensemencement par inondation,
100pl de la solution mére et les différentes dilutions ont été ensemencés sur la surface des
milieux de culture sélectif approprié solide MRS (gélose préalablement préparée) de maniére a

il AR A R,
Figure 8: Les trois solutions meres et ses dilutions Figure 9: Les trois solutions méres et ses dilutions
décimales (boites a incuber a 44° C) décimales (boites a incuber a 30° C)

recouvrir toute la surface dans des conditions d’asepsie.
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Les cultures sur MRS ont été incubées a 30°C et 44°C, sont placées en aérobiose et en

anaerobiose (dans des dessiccateurs avec une bougie pour réduire partiellement la pression en

Figure 12: Incubation en anaérobiose a 44 °C Figure 13: Incubation en anaérobiose a 30 °C

O2). Une appréciation qualitative a été fait apres 24 et 48h d’incubation.

4.3.2 La purification :
Les colonies présentant un isolement morphologique net ont été sélectionnées en vue de

leur purification sur gélose MRS (de Man, Rogosa & Sharpe), un milieu de culture enrichi
couramment utilisé pour favoriser la croissance des bactéries lactigues.

La purification a été réalisée selon la méthode classique des stries en boite de Petri, sous
conditions aseptiques, par repiquages successifs permettant d’isoler des colonies issues d’une
seule cellule.

Cette technique est essentielle pour éliminer les microorganismes contaminants et garantir
I’obtention de souches pures, condition préalable a toute caractérisation phénotypique ou

moléculaire.
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Le processus a été répété jusqu’a 1’obtention de colonies homogénes en morphologie et en

couleur, indicatrices d’une culture clonale.

4.4 ldentification des bactéries :
L’identification des souches bactériennes repose sur une approche intégrée combinant des

observations macroscopiques et microscopiques.

4.4.1 Les observations macroscopiques :
Effectuées sur des milieux solides tels que la gélose nutritive ou MRS, permettent de

caracteériser les colonies selon plusieurs criteres : forme, taille, couleur, relief, bordure, coulure,
opacité et texture...etc. Ces données fournissent des indices importants sur la nature et la

diversité des bactéries isolées (Prescott et al., 2020).

4.4.2 Les observations microscopiques :

4.4.2.1 Examen a I’état frais :
La technique de I’état frais est une méthode d’observation microscopique qui permet

I’examen direct de bactéries vivantes sans coloration préalable. Réalisée au microscope optique
avec un objectif a immersion seéche (x40), elle permet d’évaluer des caractéristiques
physiologiques comme la motilité bactérienne, utile notamment pour différencier les espéeces

mobiles des espéces immobiles (Prescott et al., 2020).

4.4.2.2 Coloration de GRAM :

Les observations microscopiques aprés coloration différentielle, en particulier la
coloration de Gram, permettent de distinguer les bactéries a Gram positif de celles a Gram négatif
en fonction de la composition et de la structure de leur paroi cellulaire, notamment la teneur en
peptidoglycane. Cette méthode fournit également des données précieuses sur la morphologie

bactérienne (cocci, bacilles), ainsi que sur leur agencement (isolés, en chaines, en amas),
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facilitant ainsi leur classification préliminaire (Madigan et al., 2018 ; Prescott et al., 2020).

4.4.3 ldentification biochimique des bactéries sélectionnées :

L’identification biochimique des souches bactériennes isolées repose sur la mise en ceuvre
de tests métaboliques spécifiques visant a caractériser leurs activités enzymatiques et capacites
fermentaires.

Ces analyses permettent de déterminer le profil biochimique de chaque souche, en
évaluant notamment 1’utilisation de différents substrats.

L’ensemble de données contribue a I’orientation taxonomique des isolats et a leur
identification a I’espéce ou au genre (Madigan et al., 2018 ; Prescott et al., 2020) :

e Test de la catalase :

Repose sur la mise en évidence de I'activité enzymatique de la catalase, une enzyme
intracellulaire capable de catalyser la décomposition du peroxyde d'hydrogéne (H,O) en eau
(H20) et en dioxygene (O,), selon la réaction suivante :

2 H;0; -2 H,0 + O

Procédure : le test est réalisé en déposant une goutte d’ecau oxygénée (H,O, a 3 %) sur une lame
de microscope propre, puis en y ajoutant une petite quantité de biomasse bactérienne (prelevée a
partir d’une culture fraiche).

Interprétation des résultats :

o Catalase positive (catalase +) : apparition immédiate d’effervescence (formation de

bulles de dioxygéne) indiquant la présence de I’enzyme catalase.

o Catalase négative (catalase —) : absence de production de bulles, traduisant I'absence

d'activité catalasique.

o Test de oxydase
Le test de 'oxydase permet de détecter la présence de la cytochrome ¢ oxydase, une enzyme clé
de la chaine respiratoire chez certaines bactéries aérobies. Cette enzyme catalyse 1’oxydation
d’un réactif (N,N,N’,N'-tétraméthyl-p-phénylénediamine), provoquant une coloration bleu-violet

en cas de résultat positif.
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Procédure : une colonie bactérienne est déposée sur un disque imprégné de réactif.
L’apparition d’une teinte bleue a violette en moins de 60 secondes indique un résultat positif
(oxydase +), tandis que I’absence de coloration indique un résultat négatif (oxydase —).

Ce test est couramment utilisé pour différencier les bactéries Gram négatif oxydase positives
(exemple : Pseudomonas) des entérobactéries oxydase négatives (exemple : Escherichia coli).

e Test a PONPG (ortho-nitrophényl-p-D-galactopyranoside) :

Le test ONPG est un essai biochimique utilisé pour la mise en évidence directe de
I’activité B-galactosidase, une enzyme intracellulaire impliquée dans I’hydrolyse du lactose en
glucose et galactose.

Le substrat chromogene utilisé ONPG est une molécule incolore qui, en présence de [3-
galactosidase, est hydrolysée en galactose et ortho-nitrophénol, ce dernier étant de couleur jaune
citron et soluble dans I’cau.

La procédure consiste a imprégner un disque ONPG avec une suspension bactérienne
dense, suivie d’une incubation a 37 °C pendant environ 30 minutes.

Lecture des resultats :
> Test ONPG positif : apparition d’une coloration jaune citron, signe de production de -
galactosidase.
> Test ONPG négatif : absence de coloration, indiquant une non-production de cette
enzyme.

e Test de fermentation du mannitol et évaluation de la mobilité bactérienne :
Le mannitol, polyol obtenu par réduction du D-fructose, subit une fermentation intracellulaire qui
libére du fructose, métabolisé ensuite vers des acides organiques a chaine courte, entrainant une
acidification visible du milieu.

Une colonie bactérienne isolée est inoculée par piqgdre centrale dans un milieu semi-solide
contenant du mannitol et un indicateur de pH (exemple. Rouge de phénol). Ce test évalue
simultanément la capacité de fermentation du mannitol et la mobilité bactérienne.

Interprétation des résultats :
> Mobilité : la présence de stries latérales autour de la ligne d’ensemencement indique une

mobilité active (bactéries flagellées).
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> Fermentation du mannitol : un virage de la couleur du milieu du rouge au jaune signale
la production d’acides par fermentation du mannitol, indiquant une réaction mannitol-positive. En

I’absence de changement de couleur, la souche est considérée mannitol-négative.

e Test du citrate de Simmons

Le test du citrate de Simmons permet d’évaluer la capacité d'une souche bactérienne a
utiliser le citrate comme unique source de carbone. Ce métabolisme implique la présence de la
citrate perméase, une enzyme de transport facilitant 1’absorption du citrate extracellulaire.
Procédure
A T’aide d’une anse de platine stérile, une colonie bactérienne isolée est prélevée et ensemencée
en stries fines a la surface inclinée du milieu de citrate de Simmons. L'incubation est effectuée a
37 °C pendant 24 a 48 heures.

Interprétation des résultats :
> Test positif : croissance bactérienne accompagnée d’un virage de la couleur du milieu de
vert a bleu, indiquant une alcalinisation due a la production de sous-produits basiques

(comme I’ammoniac) lors de 1’utilisation du citrate.

> Test negatif : absence de croissance et conservation de la coloration verte, traduisant

I’incapacité de la souche a métaboliser le citrate.

e Test TSI (Triple Sugar Iron Agar)
Le milieu TSI est un milieu différentiel semi-solide qui permet d’évaluer simultanément

plusieurs caractéristiques biochimiques des bactéries entériques. 1l renseigne sur la fermentation
de trois sucres (glucose, lactose, saccharose), la production d’hydrogéne sulfuré (H,S), et la
génération de gaz (CO,/H,).

Composition et principes :

Le TSI contient une faible concentration de glucose (0,1 %) et des concentrations plus élevées de
lactose (1 %) et saccharose (1 %), ainsi que du thiosulfate de sodium (source de soufre) et du fer
(détecteur d’H,S). Un indicateur de pH (rouge de phénol) permet de détecter 1’acidification du
milieu liée a la fermentation.

A I’aide d’une anse de platine stérile, on procéde a une piqare verticale du culot du tube, suivie
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d’un ensemencement en stries sur la pente du milieu incliné. Les tubes sont ensuite incubés a

37 °C pendant 18 a 24 heures.

Interprétation des résultats :
Tableau 7: Interprétation des résultats

Résultat observé Interprétation
. Fermentation du glucose uniquement (acidification transitoire du
Culot jaune
culot)
Culot rouge (inchangé) Pas de fermentation du glucose
Pente jaune Fermentation du lactose et/ou saccharose

Pas de fermentation du lactose ni du saccharose (milieu alcalinisé

Pente rouge groseille o X .
9e g par désamination des acides aminés)

Noircissement au niveau du
culot

Bulles, fissures,
soulévement du culot

e Milieu RM-VP (bouillon de Clark et Lubs) :
Le bouillon RM-VP (Rouge Méthyle — VVoges-Proskauer), également connu sous le nom

Production de H,S, visible par la formation de sulfure de fer noir

Production de gaz (CO,, H,) lors de la fermentation

de bouillon de Clark et Lubs, est un milieu liquide utilisé pour I'étude des voies fermentaires du
glucose chez les bactéries. Il permet notamment de différencier les bactéries produisant des
acides stables (voie de fermentation mixte acide) de celles produisant des produits neutres (voie
du 2,3-butanediol).

Ce test est particulierement utile pour I’identification des membres de la famille des
Enterobacteriaceae, qui sont des bacilles Gram négatif, oxydase négative, ainsi que d’autres
bacilles a Gram négatif d’origine entérique (Joffin & Leyrol, 2006 ; Dellarras, 2007).

Procedure :

Une suspension bactérienne dense est ensemencée dans des tubes contenant le bouillon de Clark
et Lubs. Apres incubation a 37 °C pendant 48 a 72 heures, deux tests distincts sont réalisés :

e Test au rouge de méthyle (RM) : permet de détecter ’acidification forte du milieu par la
fermentation du glucose en acides stables (acide lactique, acide formique...). Un virage au
rouge apres ajout de quelques gouttes d’indicateur (rouge de méthyle) indique un test positif.

e Test de Voges-Proskauer (VP) : détecte la formation de produits neutres tels que I’acétoine.
Apres ajout de réactifs spécifiques (alpha-naphtol puis KOH), une coloration rouge indique
un résultat positif (Joffin & Leyrol, 2006 ; Dellarras, 2007).
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Interprétation partielle du milieu seul (sans ajout  de réactifs)
L’utilisation du glucose par certaines bactéries peut entrainer une acidification spontanée du
milieu, observable par un virage de la couleur au jaune, signalant la production d’acides
organiques.

e Test de ornithine décarboxylase (ODC) :

L’ornithine décarboxylase est une enzyme inductible impliquée dans le métabolisme des
acides aminés. Elle catalyse la décarboxylation de ’ornithine, entrainant la formation de
putrescine, une amine biogéne.

Ce produit métabolique provoque une alcalinisation du milieu, perceptible par un virage
de I’indicateur de pH (généralement le pourpre de bromocrésol) vers le violet (Prescott et al.,
2020).

Conditions de lecture optimales :

Incubation a 37 °C pendant 18 a 48 h, parfois jusqu'a 4 jours selon la souche.

Le test doit étre Iu en absence d’oxygene (milieu bouch¢) car l'activit¢ de ’ODC est souvent
anaérobie-induite (I’ornithine décarboxylase est stimulée uniquement ou préférentiellement en
absence d’oxygene).

Ensemencement avec une culture fraiche (Prescott et al., 2020).

Résultats du test ODC
Tableau 8: Résultats du test ODC

Aspect du milieu

aprés incubation Interprétation

Test positif : la bactérie posséde 1’ornithine décarboxylase. L’ornithine a été transformée en

Violet (alcalin) putrescine, ce qui a élevé le pH du milieu.

Test négatif : absence de décarboxylation. La fermentation du glucose a produit des acides,

Jaune (acide) abaissant le pH.

Test négatif ou douteux : possible alcalinisation superficielle, souvent due a ’oxygéne
(milieu aérobie en surface). Test a répéter en assurant une atmospheére anaérobie (tube bien
bouché, parfois avec paraffine).

Jaune en bas,
violet en surface

e Test de la lysine décarboxylase (LDC) :
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La lysine décarboxylase est une enzyme inductible qui catalyse la décarboxylation de la
lysine, un acide aminé basique, en cadavérine, une amine biogéne. Cette réaction libére du
dioxyde de carbone (CO,) et entraine une alcalinisation du milieu détectable grace a un
indicateur de pH (généralement le pourpre de bromocrésol).

Résultats du test LDC :
Tableau 9: Résultats du test LDC

Apparence du milieu Interprétation
Violet Test positif : production de cadavérine, pH alcalin
Jaune Test négatif : absence de décarboxylation, pH acide
Jaune en bas, violet en haut Test négatif ou douteux : lecture prématurée ou oxydation
en surface

e Test de ’arginine dihydrolase (ADH) :

L’arginine dihydrolase (ou arginine dihydrolase system) est une enzyme inductible qui
catalyse la dégradation de I’arginine par une voie enzymatique en plusieurs étapes, conduisant a
la formation d’amines (notamment 1’ornithine) et d’ammoniac (NH3). Ces produits métaboliques

alcalinisent le milieu, ce qui permet la détection de I’activité enzymatique par un changement de

pH.

Résultats du test ADH
Tableau 10: Résultats du test ADH

Apparence du milieu Interprétation
Test positif : I’arginine est hydrolysée, le pH augmente par libération
d’ammoniac.

Violet (alcalin)

. Test négatif : le glucose a été fermenté mais 1’arginine n’a pas été
Jaune (acide) & & & P

hydrolysée.
Incolore ou Résultat douteux : a confirmer par un test complémentaire ou
intermédiaire prolongation d’incubation.

Tableau 11: comparatif des tests LDC, ODC et ADH (Madigan et al., 2018 ; Prescott et al., 2020)

Effet sur le | Résultat | Résultat

pH positif | négatif Particularités

Test Substrat Enzyme Produit(s)
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. Effet sur le | Résultat | Résultat . .
Test Substrat Enzyme Produit(s) pH positif | négatif Particularités
. . - Milieu  |Milieu Anaérobie-induite ;
L,DC (Lysine Lysine Lysme Cadavérine Alcalinisation|violet (pH|jaune (pH |nécessite couche de
décarboxylase) décarboxylase + CO, .
) )] paraffine
ODC (Ornithine| - ... . |Omithine Putrescine + | . . |Milieu |Miliey | crmentation initiale du
. Ornithine |, Alcalinisation| . . glucose nécessaire a
décarboxylase) décarboxylase CO, violet jaune i .
induction
Implique une hydrolyse
ADH (Arginine |, .. (Systéme ADH Oornithine + |\ ..o Milieu  Milieu en 2 etapes ; anaérobie
dihydrolase) g (multienzymatique)[NHz + CO, violet  |jaune necessaire

4.4.4 Culture en batch (fermentation) pour production de GABA :
La fermentation est un processus métabolique anaérobie, au cours duquel des micro-

organismes (principalement des bactéries, levures ou moisissures) transforment des substrats
organiques complexes (généralement des glucides, mais aussi des protéines ou des lipides) en
produits plus simples, tels que des acides organiques (acide lactique, acétique...), des alcools

(éthanol, butanol), des gaz (CO,, H) ou des acides aminés.

La culture en batch est 'une des stratégies les plus utilisées pour la production
fermentaire de GABA, notamment avec des bactéries lactiques telles que Lactobacillus brevis ou
Lactobacillus plantarum. Elle permet de transformer efficacement une source de L-glutamate en
acide y-aminobutyrique (GABA) via I’activité enzymatique de la glutamate décarboxylase

(GAD).

4441 Préparation de ’inoculum :

Dans le cadre de production de GABA, une étape de pré-culture a été effectuée. Elle
consiste a ensemencer un milieu de culture bouillon M17 a I’aide de colonies bactériennes
isolées, prélevées de manicre aseptique a I’aide d’une anse de platine stérile. L’inoculation est
suivie d’une incubation a 30 °C pendant 18 heures, favorisant la croissance des cellules en phase

exponentielle.

Les cultures obtenues ont été homogénéisées, puis leur densité optique (DO) a été
mesurée a une longueur d’onde de 600 nm (DO600). Chaque suspension a été ajustée a un
standard de 0,5 McFarland, ce qui correspond a une concentration estimée d’environ 1,5 x 102
UFC/ml et une absorbance comprise entre 0,08 et 0,10 a 600 nm, selon les recommandations de
la norme CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2015).
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4.4.4.2 Préparation du milieu de culture :

Le milieu de culture a été formulé en ajoutant 2,5 g de glutamate monosodique (MSG,
monosodium glutamate) dans un litre de bouillon M17. Le MSG agit comme source principale de
L-glutamate, qui constitue le substrat direct de I’enzyme glutamate décarboxylase (GAD)
produite par certaines bactéries lactiques.

Cette enzyme catalyse la transformation du L-glutamate en acide y-aminobutyrique
(GABA), un métabolite bioactif d’intérét. L’utilisation du MSG comme inducteur et substrat
carboné spécifique pour la biosynthése du GABA a été largement documentée, notamment chez
les espéces Lactobacillus brevis et Lactococcus lactis (Komatsuzaki et al., 2005 ; Dhakal et al.,
2012).

4.4.4.3 Mise en culture pour la production de GABA :
Le choix d’un milieu de fermentation appropri¢ constitue une étape déterminante pour

optimiser la biosynthése de 1’acide y-aminobutyrique (GABA) par les bactéries lactiques.

Dans ce cadre, 10 ml d’un inoculum préalablement préparé ont été transférés de maniére
aseptique dans 90 ml de milieu M17 liquide, répartis dans des erlenmeyers stériles de 250 ml.
Les flacons ont ¢été soigneusement obturés a 1’aide de bouchons de coton recouverts de papier
aluminium stérilisé, afin de prévenir toute contamination externe et de maintenir des conditions

d’anaérobiose stricte.

Les cultures ont ensuite été incubées a température ambiante (environ 25-28 °C) pendant

une durée de 7 jours, sous agitation constante a 180 tours par minute (rpm), afin de favoriser

i

fh. oo e

Figure 15: Incubation des milieux & T° et pH optimaux en anaérobie ,
une durée de 7 jours
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I’homogénéisation du milieu de fermentation (Azzimi Sohedein et al 2020).

4.4.4.4 Traitement post-fermentaire pour ’obtention de I’extrait
surnageant :
A P’issue des 7 jours de fermentation, le bouillon fermenté a été soumis a une étape de

filtration a travers des filtres en papier, en vue de séparer les cellules bactériennes du surnageant.
Le filtrat obtenu a ensuite été centrifugé a 4500 tours par minute (rpm) pendant 20 minutes a
température ambiante, afin d’éliminer les particules résiduelles et les débris cellulaires.
Le surnageant clarifié a été soigneusement récupére, tandis que le culot bactérien a été éliminé.
Ce surnageant constitue la fraction contenant les métabolites extracellulaires, notamment le

GABA, destiné a étre quantifié ou analysé ultérieurement.
_ _ -

Figure 16: Filtration des milieux fermentés
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[ ==

Figure 18 : Centrifugation de filtrat a 4500 tours par minute (rpm) pendant 20
minutes

Figure 19: 1ml ninhydrine 3 % ajouter ~Figure 20: Incubation des mélanges Figure 17: Virage de couleur a la

au 9 ml surnageants meres dans un bain-marie a une T°entre 90 violette
et 100°C

4.4.45 Dosage colorimétrique du GABA par la méthode a la ninhydrine :
Apres fermentation, 0,5 ml du surnageant a été prélevé et mélangé avec 0,5 ml d’acide

trichloroacétique (TCA) a 10 % pour précipiter les protéines. Le mélange a été centrifugé a
10 000 tours par minute pendant 10 minutes.

Les surnageants clairs obtenus a ensuite été dilués : 0,5 ml de cette solution a été transféré
dans une fiole jaugée, puis complété avec de I’eau distillée stérile jusqu’a un volume final de

20 ml, correspondant a une dilution au 1/40¢ (v/v).

Figure 21: Centrifugation de mélange a 10 000 tours par minute pendant 10 minutes
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Le dosage des acides amings libres, notamment le GABA, a été réalisé selon une méthode
colorimétrique utilisant la ninhydrine. Pour ce faire, 9 ml de chaque solution diluée au 1/40¢ ont
été préleves, puis mélangés avec 1 ml de réactif de ninhydrine a 3 %.

Les mélanges ont été incubés dans un bain-marie a une température comprise entre 90 et
100 °C pendant 10 minutes. La ninhydrine réagit spécifiquement avec les groupements amines
des acides aminés libres, formant un complexe chromogéne de couleur violette. L’intensité de

cette coloration, proportionnelle a la concentration en GABA présent dans I’échantillon, a été

mesurée par spectrophotométric a une longueur d’onde de 590 nm (Siragusa, S., et al 2007 ;
Dhakal, R., et al, 2012).

Figure 23: Surnageants dilués au 1/40¢ Figure 24 : 1ml ninhydrine a 3 % Figure 22: Incubation des
(V) ajouter au 9ml de surnageants dilués au mélanges dans un bain-marie a une
1/40¢ (v/v) T° entre 90-100 °C

4.4.4.6 Préparation de la solution étalon pour la courbe d’étalonnage :

Pour I’établissement de la courbe d’étalonnage du GABA, une solution standard a été
préparée en mélangeant 0,5 ml de glutamate monosodique (MSG 0,25%) avec 0,5 ml d’acide
trichloroacétique (TCA) a 10 %. Cette solution a ensuite servi de base pour la réalisation de
dilutions successives, utilisées comme solutions étalons afin de générer la courbe de calibration

spectrophotométrique.

Une série de dilutions successives a été réalisée a partir de la solution mere afin d'établir
la courbe d’étalonnage du GABA.

Chaqgue dilution a été préparée en transférant 0,5 ml de la solution mére dans une fiole
jaugée, puis en complétant jusqu’au volume final souhaité a ’aide d’eau distillée stérile.

Les solutions obtenues ont ensuite été analysées par spectrophotométrie a une longueur
d’onde de 590 nm (Siragusa, S., et al 2007 ; Dhakal, R., et al, 2012).
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| 100.0%
~ 590m

!
Blanc |Lecture |

Figure 25: : Solution Figure 27: Série de dilutions de la solution standard de Figure 26: étalonnage de
standard 1/10¢ au 1/100¢ spectrophotométrie

Le tableau ci-dessous récapitule les différentes dilutions effectuées.

Tableau 12: Dilutions successives préparées a partir de la solution standard

Volume de solution| Volume d’eau | Volume final aprés | Facteur de Formulation
mere prélevé (ml) ajoutée (ml) dilution (ml) dilution (v/v) académique

0,5 4,5 5 1/10 Dilution au 1/10¢

0,5 9,5 10 1/20 Dilution au 1/20¢

0,5 19,5 20 1/40 Dilution au 1/40¢

0,5 29,5 30 1/60 Dilution au 1/60¢

0,5 39,5 40 1/80 Dilution au 1/80¢

0,5 49,5 50 1/100 Dilution au 1/100¢
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1 Résultat d’analyse microbiologique :

1.1 L’ensemencement et la purification :
L’ensemencement des solutions meéres ainsi que de leurs dilutions successives a permis

d’isoler une diversité de microorganismes, incluant des bactéries, des levures et des moisissures.
Ces microorganismes ont présenté une croissance satisfaisante sur le milieu gélosé MRS, aussi
bien en conditions aérobies qu’anaérobies, aprés une incubation de 72 heures a 30 °C et a 44 °C.

Résultats des cultures incubées a 30°C en aérobie et anaérobie :

Figure 30: Cultures isolées de SM2 et ses dilutions dans une température de 30°C en aérobie.
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Figure 33: Cultures isolées de SM 3 et dilution 10-1 a une température de 30°C en anaérobie.
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Résultats des cultures incubées a 44°C en aérobie et anaérobie :

Figure 35: Cultures isolées de SM3 et ses dilutions dans une température de 44°C en aérobie.
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Figure 37: Cultures isolées de SM2 et dilution 10-1 a une température de 44°C en anaérobie.

Parmi les isolats obtenus, seules sept souches ont été retenues pour une purification

successive par repiquages, en vue de leur identification et de 1’évaluation de leur capacité a
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Figure 39: Cultures isolées de SM3 et dilution 10-1 a une température de 44°C en anaérobie.



Chapitre V

Résultats et discussion

produire de I’acide y-aminobutyrique (GABA).

1.2 Identification des bactéries :

Les résultats des observations morphologiques, tant macroscopiques que microscopiques,

sont récapitulés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 13: Résultat d’observations macroscopiques et microscopiques

Echantillons | Observations macroscopiques

Observations microscopiques

BFH1

Taille :
Moyenne a
grande.
couleur :
blanchatre
surface : lisse
conteur :
régulier
brillance :
brillante

Gram+
Observations : bacilles, isolés ou en
palissades ; cellules sporulées

BFH2

Taille :
Moyenne
Couleur :
brune
Surface :
lisse
Conteur :
régulier
Brillance :
brillante

s NITI & =T
'bt‘*:—:qu‘ Sl = *‘ 1

Gram+
Observations : petits cocci en
chainettes courtes .
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Taille : trés ' ou X *R e vl
BFH ! o AN BT
3 petite. R } kS "','f'f'; ,»,_f‘;;f ’) _:A\'\ N
TN LS AR
transparente & _:" . ""_. i ‘.--?’; v ;;,-' ;: ‘ 1‘» )
blanche. X A Warst Sy S bives, S el
ook s IOV '-"s' ' "*1 .
Surface : N T *{‘_-23 ,"_';v"" L ,?'.‘_.: |
réguliére. § s .g'.‘ N PR ‘T.'Z,‘j’) 'S
Brillance : 3 ‘x\'F' ? [ o M r:“\-étr.‘_ - 8
brillante. B iy 1. 1SS o T T
SRR Ok
3 S R Y Sy T R
R SRS TR ICLI Y
£ A, CLE LS VRS i £
Gram+
Observations : petits cocci dispersées
ou en paires
Taille - T 2L ML A i AL
BFH4 artle AXNEIIGER TN et N
Moyenne 7 I o Vg ;'b' J K
Couleur : Bt s Ny
X . e w ) ¥ X o
créme claire B Lot ‘% bl Vol o
Surface : L _Rabeat
lisse. - PO ,.5 o : N 2 '(I\- v
Brillance : ¢ AR e : ey
rillante. Qv ‘o d '\'-v i & e
Conteur : ‘{’ ; > ;,.- .’4:9 t..\.‘:
irrégulier ‘_",‘ P ‘!zn‘*. o ‘3"_
Gram+
Observations : petits cocci en
chainettes courtes.
Taille : :
BFH5 e .
Moyenne a petit.
Couleur :
blanche.
Surface : lisse,
Conteur :
régulier.
Brillance : peu
brillante.

Observations : Cocci en chainettes
longues

58




Chapitre V

Résultats et discussion

BFH6

Taille :
moyenne
Couleur :
blanche
Surface : lisse.
Conteur :
régulier.
Brillance : peu
brillante.

Observations : cocci en chainettes
courtes.

BFH7

Taille :

Moyenne a petit.

Couleur :
blanche.
Surface : lisse,
Conteur :
régulier.
Brillance : peu
brillante.

R _-daﬁl

2,

o Y
e

Observations : Cocci en chainettes
de longueurs variables.

Ces bactéries purifiees par repiquage sont criblées et identifiées biochimiquement par des tests

classiques
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1.3 Resultats d’identification biochimique classique des bactéries sélectionnées :
Tableau 14: Résultat d’identification biochimique classique des bactéries sélectionnées

Tes catalase Tes oxydase Autres testes biochimiques

=

BFH1

BFH2

BFH3

60




Chapitre V Résultats et discussion

BFH4

BFHS

BFHG6
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BFH7

Tableau 15: Interprétation des résultats d’identification biochimique classique des bactéries sélectionnées

BFH1 BFH2 BFH3 BFH4 BFHS5S BFH6 BFH7
LDC - + - + - - -
OoDC - + - + - - -
ADH - + + + + - +
Shubert - + + 4 + - _
Clarch et Lubs - - - - - - +
Citrate de - - - - - - +
Simmons
Mannitol + - - - + + _
Mobilité mobile Immobile Immobile Immobile Immobile Immobile Immobile
TSI
H,S - - - - - - -
Lactose - - + + + _ +
Saccharose - - + + + - +
Glucose + - + - + - +
CcO2 - - - + - - -
ONPG - - - - - + -
Catalase + - - - - - -
Oxydase - - - - - - -

Acro- Aero- Aero- Aero- Aero- Aero- Aero-
anaérobie anaérobie anaérobie anaérobie anaérobie anaérobie anaérobie
T° de culture 30°C 30°C 30°C et 44°C 30°C 30°C 30°C 30°C et 44°C
Orientation Bacillus Lactococcus | Pediococcus | Leuconostoc | Streptococcus | Enterococcus | Streptococcus
cereus lactis salivarius thermophilus
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1.4 Analyse microbiologique des bactéries sélectionnées du blé fermenté (BFH1 a
BFH7) :

L’étude microbiologique des cellules bactériennes isolées a partir de blé fermenté repose

sur une évaluation complete de leurs caractéristiques macroscopiques, microscopiques,

biochimiques et physiologiques, en s'appuyant sur des références systématiques telles que le

Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Whitman et al., 2012), Axelsson (2004).

>

BFH1 — Bacillus spp

Macroscopie : Colonies blanches, de forme réguliere.

Microscopie : Bacille Gram positif de grande taille (3 a 5 um de long), spores centrales

ou subterminales visibles.
Physiologie : Aérobie facultatif, croissance optimale a 30°C, mobile.
Biochimie : Catalase (+), Mannitol et Glucose fermentes (+), test décarboxylases négatif.

Interprétation : Profil compatible avec Bacillus cereus, espece sporulée, mobile,

fréquemment isolée des substrats céréaliers.
BFH2 — Lactococcus spp

Macroscopie : Colonies brunes circulaires, de bord lisse.

Microscopie : Petits cocci Gram + en chainettes courtes, immobiles, diametre de 0,7 a

1,2 pm.
Physiologie : Aéro-anaérobie, croissance a 30°C.
Biochimie : Catalase (-), LDC/ODC/ADH/Shubert (+), Glucose non fermenté (-).

Interprétation : Caractéristiques typiques de Lactococcus lactis, prédominant dans les

fermentations lactiques du blé.
BFH3 — Pediococcus spp.
Macroscopie : Petites colonies circulaires, opaques.

Microscopie : Cocci Gram +, en paires ou cellules dispersées, immobiles, taille de 0,5 a

1 pm.
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« Physiologie : Aéro-anaérobie, croissance entre 30 et 44°C.
e Biochimie : ADH/Shubert (+), Lactose/Saccharose/Glucose (+), catalase (-).

« Interprétation : Comportement homofermentaire cohérent avec les Pediococcus,

largement rapportés dans les produits fermentés céréaliers.
» BFH4 — Leuconostoc spp.
o Macroscopie : Colonies visqueuses, convexes, bord régulier.
e Microscopie : Cocci Gram + en chaines courtes, immobiles, diametre de 0,6 a 1 um.
« Physiologie : Hétérofermentaire, production de CO,, croissance a 30°C.
o Biochimie : LDC/ODC/ADHY/Shubert (+), CO, (+), sucres fermentés, catalase (-).

e Interpreétation : Ce profil correspond a Leuconostoc mesenteroides, souvent identifié

dans les fermentations traditionnelles du blé (Ben Mehel, Axelsson).
» BFH5 — Streptococcus spp (groupe mésophile)
e Macroscopie : Colonies petites, blanches, brillantes.
e Microscopie : Cocci Gram + en longues chaines, immobiles, diamétre de 0,7 a 1 um.
e Physiologie : Croissance optimale a 30°C, aéro-anaérobie.
e Biochimie : ADH/Shubert (+), Glucose/Lactose (+), catalase (-).

e Interprétation : Caractéristiques compatibles avec le groupe des streptocoques lactiques

mésophiles, tels que S. salivarius.
» BFH6 — Enterococcus spp.
e Macroscopie : Colonies convexes, opaques.

e Microscopie : Cocci Gram + en paires ou petites chaines, immobiles, diamétre de 0,6 a

lum.
e Physiologie : Aéro-anaérobie, croissance a 30°C.
e Biochimie : Mannitol/ONPG (+), catalase (-), tests décarboxylases négatifs.

e Interprétation : Profil représentatif des Enterococcus, isolés de matrices végétales

fermentées.
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» BFH7 — Streptococcus spp (groupe thermophile)

e Macroscopie : Colonies lisses, convexes, mucosiques.

« Microscopie : Cocci Gram + en chaines, immobiles, diamétre de 0,7 a 1,2 um.

« Physiologie : Thermophile (croissance a 44°C), aéro-anaérobie.

e Biochimie : Citrate (+), Clarch et Lubs (+), Glucose/Lactose/Saccharose (+), catalase (-).

o Interprétation : Profil représentatif de Streptococcus thermophilus, généralement
présent dans des environnements thermophiles, parfois détecté dans des fermentations

céréaliéres.

1.5 Discussion :
L'analyse croisée des résultats met en évidence une forte représentativité des bactéries

lactiques Gram+ dans 1’écosystéme fermentaire du blé.

Dans notre étude, la composition microbienne est majoritairement dominée par des cocci
lactiques, ce qui concorde avec plusieurs travaux antérieurs. En effet, cette prédominance a été
largement rapportée dans la littérature scientifique.

Les cocci lactiqgues tels que Lactococcus lactis, Leuconostoc, Pediococcus,
Enterococcus et Streptococcus dominent, en cohérence avec les travaux de Merabti, (2015) ;
Mokhtari.S,(2016), Boubakeur et al. (2016 ; 2018), Ben Mehel et al (2018), Yahiaoui Z et
al (2018), OUHARB et al ( 2018) et les données du Soungalo et al (2019).

D’apres les études de Mokhtari.S, (2016), les bactéries lactiques isolées a partir du blé

fermenté de type Hamoum (souches BFH) sont résumeées dans le tableau ci-dessous :

Souches HFréquence (%)H Genre || Espéce identifiée
BFH1, BFH3 37,5% Lactobacillus |Lactobacillus plantarum
BFH2 12,5 % Lactobacillus ||Lactobacillus lactis
BFH4 12,5 % Leuconostoc Leuconostoc mesenteroides subsp. destranicum
BFH5 12,5 % Streptococcus  ||Streptococcus bovis
BFH7 125 % Enterococcus ||[Enterococcus sp.
BFH6, BFH8 25 % Lactococcus Lactococcus lactis subsp. cremoris

Selon les travaux de Ben Mehel, B et al, 2018:
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L'identification physiologique et biochimique de la flore bactérienne endogene du BFH a
révélée 41 souches Gram positif et catalase négative ayant une activité amylolytique et
protéolytique performante.

Les bactéries les plus représentées appartiennent aux genres Lactobacillus:

(L plantarum, L pentosus, L brevi, L paracasei ssp paracasei 3 et L paracasei ssp paracasei 1)
avec un taux de 52 %.

Pédiococcus (P pentosuceusl et P acidilactici) avec un taux de 14 %,

Streptococcus (S thermophilus et S bovis ) avec un taux de 12 %.

Lactococcus (Lac raffinolactis et Lac ssp lactis 1) avec un taux de 10 %,

Leuconostoc mesenteroide avec un taux de 10 %

Entérococcus ( Weissella confusa) avec un taux de 02 %.

D’apres les études de Yahiaoui Z et al, 2018 et Soungalo et al, (2019) ; les bactéries
lactiques isolées sont confirmées par MALDI-TOF test :

Weissella spp

Lactococcus lactis

Enterococcus durans ; S. faecalis var durans
Enterococcus faecalis

Pediococcus acidilactici.

L’ensemble des souches présente des profils microbiens cohérents avec la flore attendue
du blé fermenté. La dominance de cocci Gram+ immobiles, catalase négative, révele une flore

lactique typique, enrichie par quelques bactéries sporulées ou thermophiles.

Ces résultats renforcent les données publiées sur les microbiotes des céréales fermentées
traditionnelles nord-africaines (Mokhtari,S, 2016 ; Ben Mehel, B et al, 2018 ; Soungalo et al,
2019).

1.6 Conservation des souches :
La conservation des souches pures a été faite selon deux méthodes : a court et a long terme.

> A courte terme (Figure), elle a été repiquée sur la gélose MRS inclinée en tube et

conservée a 4°C. Le repiquage est répété chaque mois.
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Figure 40: Schéma de conservation courte durée des bactéries lactiques purifiées

> A long terme (Figure ), les souches sont conservées dans une solution contenant 70% de

lait écrémé (enrichie par 0.5g/1 d’extrait de levure et 0.5g/1 de gélose) et 30% de glycérol

a40% a -20 C.
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Culture de 18h bouillon MRS.

Centrifugation 4 4000tours/min pendant 10min

: Conservation du culturd

Culot additionné de 2ml de milieu de conservation (70% lait écrémé stérile +30% de
glycerol) dans des tubes d“Eppendorfs.

|

Conservation a -20°C.

Figure 41:Schéma de conservation longue durée des bactéries lactiques purifiées
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1.7 La production de GABA :
1.7.1 Reésultats de la densité optique des suspensions bactériennes :

Tableau 16: Résultats de standardisation.

La souche bactérienne La densité optique (DOsoo nm)
BFH1 0.104
BFH2 0.095
BFH3 0.109
BFH4 0.092
BFH5 0.108
BFH6 0.102

012+ Densité optique a 600 nm des souches bactériennes

0.109 0.108
0.104 0.102

0.092

0.08}

0.06}

0.04}

Densité optique (DO600 nm)

0.02}

0.00 BFH1 BFH2 BFH3 BFH4 BFH5 BFH6

Souches bactériennes

Figure 42: : histogramme représentant la densité optique (DO600 nm) pour chaque souche
bactérienne.

69




Chapitre V Résultats et discussion

1.7.2 Résultat de dosage colorimétrique du GABA par la méthode a la ninhydrine dans
les solutions fermentées :

Tableau 17: Absorbances a 590 nm des échantillons fermentés dilués (1/40¢) pour le dosage indirect

Echantillons dilutions Absorbances a 590 nm
BFH1 1/40¢ (v/v) 0,109
BFH2 1/40¢ (v/v) 0,095
BFH3 1/40¢ (v/v) 0,035
BFH4 1/40¢ (v/v) 0,036
BFH5 1/40¢ (v/v) 0,030
BFH6 1/40¢ (v/v) 0,103

Figure 45: 1ml ninhydrine 3 % ajouter Figure 43: Incubation des mélanges Figure 44: Virage de couleur a la
au 9 ml surnageants méres dans un bain-marie a une T°entre 90 violette
et 100°C

Le virage de couleur vers le violet observé dans les solutions fermentées aprés addition
de la ninhydrine constitue une preuve indirecte de la présence d’acides aminés libres. Ce

changement de couleur résulte de la réaction spécifique de la ninhydrine avec le groupement o.-
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aminé des acides aminés, produisant un complexe pourpre, souvent appelé "violet de
Ruhemann" (Friedman, 2004 ; Michel, 2020).

Cette méthode est largement utilisée pour la détection qualitative et quantitative des
acides aminés dans des matrices biologiques ou alimentaires, notamment dans les milieux
fermentés.

Bien que la littérature récente privilégie des approches métabolomiques et
chromatographiques pour caractériser les profils en acides aminés notamment dans des
fermentations traditionnelles

Par ailleurs, la métabolisation des acides aminés par les bactéries lactiques est bien
documentée pour la formation de composés d’ardme et de nutriments bioactifs.

La littérature moderne se concentre plutét sur 1’analyse chromatographique,
métabolomique et protéomique des acides aminés et peptides en milieu fermenté (Jiang L et al,
2024 ; Kurohara et al, 2025).

1.7.3 Resultat de dosages spectrophotométrique des solutions étalon pour la courbe
d’étalonnage :

Tableau 18: Solutions étalons de MSG et leurs absorbances mesurées a 590 nm

Volume de , . Facteur de . Absorbances
solution mére V(.)hm}e ¢’cau \\/olu_me_fmal dilution Form}J Ia}tlon a590 nm

orélevé (ml) ajoutée (ml)  |aprés dilution (ml) (Vi) académique
0,5 4,5 5 1/10 Dilution au 1/10¢ 0,169
0,5 9,5 10 1/20 Dilution au 1/20¢ 0,029
0,5 19,5 20 1/40 Dilution au 1/40¢ 0,154
0,5 29,5 30 1/60 Dilution au 1/60¢ 0,043
0,5 39,5 40 1/80 Dilution au 1/80¢ 0,010
0,5 49,5 50 1/100 | Dilution au 1/100¢ 0,059
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Courbe d'étalonnage du GABA (méthode a la ninhydrine)
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Figure 47: Courbe d’étalonnage obtenue par réaction du GABA
avec la ninhydrine,

1.7.4 Estimation indirecte de la production de GABA a partir de la

consommation du MSG, sur la base des mesures d’absorbance a 590 nm

Dans le cadre de cette étude, le glutamate monosodique (MSG) a éteé utilisé a la fois
comme substrat de fermentation pour la production de I’acide y-aminobutyrique (GABA) et
comme référence indirecte (étalon approximatif) pour estimer les teneurs en GABA des
¢échantillons fermentés. En ’absence de solution étalon de GABA pure, une approche indirecte a
été adoptée, basée sur la relation steechiométrique de la réaction enzymatique catalysée par le

glutamate décarboxylase (GAD) :

MSG (Glutamate) ——=s GABA + CO,

72




Chapitre V Résultats et discussion

La solution initiale de MSG avait une concentration de 2,5 g/L, ce qui correspond, compte
tenu de sa masse molaire (169,11 g/mol), & une concentration molaire de :

2.hg
169,11 g/maol

~z 14,8 mmol/L

Cela represente la quantité maximale de GABA pouvant étre formée si 100 % du MSG est

transformé.

D’autre fagon, en supposant une conversion totale, la production maximale théorique de
GABA serait de 14,8 mmol/L.

Une mesure d’absorbance a 590 nm a été réalisée sur un échantillon contenant
uniquement du MSG non fermenté, dilué¢ au 1/40° et a donné une valeur de 0,154. Cette
absorbance a été utilisee comme valeur de référence pour un taux de conversion nul (0 % de
GABA produit).

Les échantillons fermentés, également dilués au 1/40¢, ont présenté des absorbances
inférieures, reflétant ainsi une diminution de la teneur en MSG résiduel et par conséquent, une
production de GABA proportionnelle.

Les pourcentages de MSG consomme et les concentrations estimées en GABA ont été

Ay, - Aé “hantillon
Taux de conversion du MSG (%) = MEG 1 chemtillon . 100
MSG

[GABA] produite {mmol/L} = Taux de conversion x 14,8 mmol/L

calculés selon la formule suivante :

ou:

e Calcul basé sur ’absorbance témoin a 590 nm : 0,154

Pourcentage de MSG consommé = ﬂ‘lm_{';!‘]f;zrbwe = 100
] L1

GABA produit = Pourcentage de MSG consommé % 14,8 mmol/L
¢« MSG initial estimé a 14,8 mmol/L

e Conversion 1 :1 MSG — GABA (approche simplifiée mais valable en absence d’un
étalon GABA pur)
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Les valeurs d’absorbance ont été utilisées pour estimer la consommation de MSG et la production de

GABA par extrapolation stcechiométrique, selon la méthode décrite par Komatsuzaki et al. (2005) et

validée dans d'autres travaux similaires (Li et al., 2010 ; Dhakal et al., 2012 ; Skoog et al., 2018).

Les résultats sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau 19: Estimation de la production de GABA (mmol/L) a partir du taux de conversion du MSG (%)

par les souches BFH1 a BFHS, sur la base des mesures d’absorbance a 590 nm

Echantillon | Taux de conversion du MSG (%)|GABA produit estimer (mmol/L)
BFH1 29,22 % 4,97
BFH2 38,31 % 6,51
BFH3 77,27 % 12,14
BFH4 76,62 % 12,03
BFH5 80,52 % 12,88
BFH6 33,12 % 5,63

Graphiques des résultats :
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Figure 48: Visualisation comparative des absorbances, du pourcentage de MSG consommeé et de la
quantité estimée de GABA produite par fermentation.

1.7.5 Analyse quantitative et interprétation :

L’étude comparative des capacités de biosynthése de ’acide y-aminobutyrique (GABA)
par six souches bactériennes isolées du ble fermenté a révélé une importante variabilité
interspécifique. Les résultats de production ont été estimes indirectement sur la base de la
consommation du glutamate monosodique (MSG), mesurée par colorimétrie a la ninhydrine.

Les souches BFH3 (Pediococcus spp.), BFH4 (Leuconostoc spp.) et BFH5 (Streptococcus
salivarius) ont présenté les taux de conversion les plus élevés, dépassant 75 %, avec des
productions estimées entre 12,03 et 12,88 mmol/L de GABA. En particulier, la souche BFH5 a
atteint un taux de conversion de 80,52 %, soit une production de 12,88 mmol/L, constituant la
souche la plus performante du lot. Ces performances traduisent probablement une expression
élevée du systeme glutamate décarboxylase (GAD), assurant une transformation efficace du
MSG en GABA.

A T’opposé, les souches BFH1 (Bacillus cereus), BFH2 (Lactococcus lactis) et BFH6
(Enterococcus spp.) ont montré des taux de conversion moderés, compris entre 29,22 % et
38,31 %, correspondant a des productions de GABA inférieures & 7 mmol/L. Malgré cette
production plus faible, la capacité de la souche BFH1 a synthétiser du GABA est en accord avec
les résultats de Wan Mohtar et al. (2020), qui ont rapporté une production de 5,49 g/L
(~53,4 mmol/L) par une souche de Bacillus cereus KBC isolée du moromi de sauce soja, sous
conditions optimales (pH 6,5 ; 3 % NaCl ; 37 °C).
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Ces données indiquent que les souches BFH3 & BFH5 représentent des candidates
prometteuses pour une valorisation biotechnologique, notamment dans la formulation d’aliments
fermentés fonctionnels enrichis en GABA, elles se situent dans les plages de production
documentées pour d'autres bactéries lactiques reconnues, telles que :

e Lactococcus lactis : 0 a 24 mmol/L (jusqu’a 1,15 g/L dans des conditions optimisées)

(Santos-Espinosa et al., 2020)
e Leuconostoc mesenteroides : jusqu’a 22,8 mmol/L
(AhnJetal., 2023)

« Pediococcus pentosaceus: généralement entre 10 et 70 mmol/L
(Dhakal et al., 2012)
e Enterococcus avium G-15 : jusqu’a 115,7 g/L (~839 mmol/L)

(Takayoshi et al., 2010)
En résumé, les performances des souches BFH3, BFH4 et BFH5, situées autour de

12 mmol/L, sont pleinement conformes aux profils de production attendus pour des bactéries
lactiques productrices de GABA (Cui, Y et al.,2020), bien que restant inférieures aux niveaux
atteints par certaines souches hyperproductrices comme Enterococcus avium G-15.

Ces résultats appuient la pertinence de la sélection des souches BFH en tant qu'agents
microbiens d’intérét pour des applications alimentaires ou nutraceutiques.

Une identification précise de ces souches (PCR, ARNr 16S, API) serait recommandée

pour valoriser leur potentiel probiotique ou technologique.

Perspectives techniques :

Ces résultats ouvrent plusieurs axes d’amélioration :
1. Identification génétique des genes gadB / gadC pour confirmer le potentiel enzymatique.
2. Quantification directe du GABA par HPLC pour valider les estimations colorimétriques.
3. Optimisation des conditions de culture (pH 4,5-5,5, tempeérature 30-37 °C, cofacteurs
PLP) inspirée des stratégies utilisées pour L. brevis ou E. avium.
4. Seélection ou amélioration des souches les plus productives (BFH3-BFH5) pour la
production d’aliments fermentés enrichis en GABA (nutraceutiques, probiotiques,

hypotenseurs).
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Conclusion générale

Les résultats obtenus au cours de cette étude mettent en évidence la capacité
différenciée de plusieurs souches bactériennes isolées de blé fermenté (BFH1 a
BFHG6) a convertir le glutamate monosodique (MSG) en acide y-aminobutyrique
(GABA), un métabolite bioactif d’intérét fonctionnel et nutritionnel. L’approche
expérimentale, basée sur la méthode colorimétrique a la ninhydrine et sur une
estimation indirecte de la production de GABA par suivi de la consommation de
MSG, a permis une évaluation quantitative fiable, malgré 1’absence de standard de

GABA pur.

L’analyse des profils d’absorbance a 590 nm a révélé une diminution
significative des valeurs dans les milieux fermentés comparativement au témoin
non fermenté, traduisant une consommation active du MSG. Les souches BFH3,
BFH4 et BFH5 ont démontré les performances les plus remarquables, avec des
taux de conversion du MSG supérieurs a 75 % et une production estimée de GABA
atteignant jusqu’a 12,88 mmol/L. Cette activité biologique suggere la présence
d’un systéme glutamate décarboxylase (GAD) fonctionnel et potentiellement

régulé de maniére efficace chez ces isolats.

La variabilité inter-souches observée dans la conversion du MSG en GABA
souligne I’importance d’une sélection rigoureuse de souches a haute valeur ajoutée
technologique, en particulier pour le développement de produits fermentés enrichis
en GABA a visée nutraceutique. Ces résultats s’inscrivent en cohérence avec les
données de la littérature, notamment celles rapportées pour certaines souches de
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus ou Enterococcus, connues pour leur

aptitude a la biosyntheése de GABA dans des environnements fermentaires.
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En perspective, des analyses complémentaires, telles que 1’identification
génétique (gene gadB), la quantification chromatographique directe du GABA
(HPLC), ainsi que I’é¢tude des conditions optimales de fermentation (pH,
température, cofacteurs), permettraient de consolider ces résultats et d’envisager
I’exploitation industrielle des souches les plus prometteuses. Ces travaux
constituent ainsi une base solide pour [’orientation vers des applications
fonctionnelles en agroalimentaire, notamment dans la conception de produits
fermentés a potentiel hypotenseur, neuroactif ou relaxant et neuroprotecteurs,
riches en GABA.
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Annexe

Annexe 1 : Composition des milieux de culture

Milieu MRS

Peptone........coooviviiii e 10g
Extrait de viande.................cooeiiiiiiiinnnn. 10g

Extraitde levure.............ccooiiiiiiii, S5¢g

GIuCOSE. ..., 20g
TWEEN 80 iml

Phosphate bi potassique..............coeeveiniinnnl. 2g
Acétate de sodium..............cooiiiiiinnnL, S5¢g
Citrate d’ammonium.................ooeennennnn. 2g
Sulfate de magnesium.....................ooeeenn 0,2¢g
Sulfate de maganese ............................. ...0,5¢g
AT o 15¢
Eaudistillée..............oooiiiii, 1000ml

Autoclavage 15 minutes a 120°C.

bouillon M17 pour un litre de milieu :

Tryptone: ..o 2,59

Peptone pepsique de viande: ................... 2,50

Peptone papainique de soja: .................... 5090

Extraitde viande: ...................coei 5090

Extrait autolytique de levure: ................... 2,50

Acide ascorbique: ..o, 059

Glycérophosphate de sodium (ou béta-glycerophosphate de sodium): 19,0 g
Sulfate de magnesium: ....................oeeees 0,25¢
Eaudistillée................oooiii, 1000ml

Autoclavage 15 minutes a 120°C.




Annexe

ADH (milieu pour mise en évidence de I’arginine déhydrolase )

L’argininene. .........ooevveiiinniiiiiiieieinne, 5¢g
Extrait de levure............oooeiiiiiiiiiii, 3g
GIUCOSE. ... Ig

Chlorure de sodium..........cccoeveiiieiienen e 5¢
Pourpre de bromocrésol........................... 16g

PH=6,3 ; autoclavage 10 minutes a 120°C, avec I’ajout d’une solution stérile de sucre a 10%.

Citrate de Simmons

Citrate de sodiom..............ccovviiiiiininnnnn... g
Bleu de bromothymol............................ 0.08¢g
Chlorure de seduim..............ccocevviniennnn... S5g
Sulfate de magnisuim.....................cceeeen 0.2g
Hydrogénophosphate de potasuim................ lg
Dihydrog »nophosphate damonuim............... lg
AQar-agar........ccovviiiiiii e 15¢g
PH=6.9

LDC

Exterait de levure..............cooevieiiiiinnn.n. 3g
L-ornithine , L-lysine (monochlorhydate)
L-arginine..........coovevviiieiiiiiiiie e e S5g
GIuCOSE. ... g
Bromocrésol pourpe............coeeiiiinnnnn 0,16¢g
Ethanol ... lg
Chlorure de soduim..............coeeeeiiiiiinnn. 5S¢
Bouillon de Clark et Lubs

Peptone. ..., 10g
Phosphate bi potassique...............cceeuvennen. 2g
GIuCOSE. ... S5¢g

Mannitol-mobilité

Peptone........ccooooiiiiiiii 20g
Nitrate de potassium............c.ccoevveinennnn lg
Mannitol..........ccooov e 29
Rouge de phénol...............coooiiiiiiiiil. 40g
GElOSE. ..t 4g

PH=8,1 ; autoclavage 15 minutes a 120°C.
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Annexe

TSI (gélose triple sugar-iron agar)

Peptone........coooviiiiiii 20g
Extrait de viande...............ccooeiiiiiiiiien e 3g
Extrait de levure............ooooiiiiiiiiiiiiie 39
Chlorure de sodium...........ccocevviiiiniinice e 59
GlUCOSC. ...t Ig
Lactose....ovveieiiii i 10g
Saccharoseose.......oovvvviviiiiiiiiiiiiiieian 10g
Citratede fer...........ocooviiiiiiiiii s 0,5g
Hyposulfite de sodium.............................. 0,5g
Rouge de phénol.................ooooeiiiiinin, 0.25¢
GELOSE. .., 12¢g

PH=7,4 ; autoclavage 15 minutes a 115°C en position semi-inclinée.

VF (milieu viande-foie gelosé)

Extrait de viande-foie....................ccoeeels 30g
GIUCOSE. .. vt 2g
GElIOSC. ..t 6g

PH=7,4 ; Répartir en tubes a essais.

Lait gélose
Lait écrémeé..........cooviiiiiiiiiiiiie e 1L
GEIOSC. ..t 15¢
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Annexe

Annexe 2 : Cellule bactérienne non identifiées biochimiquement on suppose qu’elle est de
genre lactobacillus

Figure 50: Observation microscopique : Figure 50: Test oxydase et catalase négative

Bacille GRAM+ non sporulée
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Résumé

Résumé:

Le présent travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des bactéries lactiques
(BAL) productrices de GABA (acide y-aminobutyrique), un neurotransmetteur aux
effets bénéfiques reconnus sur la santé humaine. Des souches bactériennes ont été
isolées a partir de blé fermenté de type hamoum, un produit traditionnel riche en
diversité microbienne. L’objectif principal a ét€¢ de cribler les souches lactiques
capables de produire du GABA, d’évaluer leur rendement et d’optimiser les
conditions de production. Les résultats obtenus ont permis d’identifier plusieurs
souches prometteuses, mettant en lumiere le potentiel biotechnologique du
patrimoine fermentaire local. Cette étude ouvre des perspectives pour la

formulation d’aliments fonctionnels enrichis naturellement en GABA.

Mots-clés : GABA, bactéries lactiques, blé fermenté, hamoum, fermentation

traditionnelle, aliments fonctionnels

Abstract:

This study focuses on the valorization of gamma-aminobutyric acid (GABA)-
producing lactic acid bacteria (LAB), a group of microorganisms known for their
health-promoting properties. LAB strains were isolated from hamoum-type
fermented wheat, a traditional cereal product with rich microbial diversity. The
main objective was to screen and identify GABA-producing strains, assess their
production capacity, and optimize the fermentation conditions. The results revealed
several promising strains, highlighting the biotechnological potential of local
fermented foods. This research paves the way for the development of naturally
GABA-enriched functional foods.

Keywords: GABA, lactic acid bacteria, fermented wheat, hamoum, traditional

fermentation, functional foods.
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