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INTRODUCTION



Les aliments fermentés traditionnels contribuent a environ un tiers de 1’alimentation
dans le monde entier (Haard et al., 1999). La fermentation est un procédé ancestral et I'une
des méthodes économiques les plus utilisées dans la conservation et la transformation des
matiéres premiéres alimentaires. Elle prolonge leurs durées de vie, en éliminant les facteurs

toxiques et antinutritionnels.

Les produits fermentés a base de céréales, par leur richesse nutritionnelle, constituent une
épine dorsale de systeme alimentaire. La majorité des produits céréaliers en Afrique ont subi
des fermentations et utilisées comme des aliments de sevrage pour les nourrissons et comme

des aliments de base pour les adultes (Osungbaro, 2009).

Du fait de leur physiologie métabolique, les bactéries lactiques pourraient dominer la
fermentation des céréales. Leurs principales fonctions comprennent : la production d’acides
organiques et de composés aromatiques, 1’inhibition des microorganismes pathogenes, les
propriétés probiotiques, 1’¢laboration de la texture de I’aliment et la dégradation des composés
toxiques (Yao et al., 2009). Ces bactéries conferent aux céréales et leur drivées des propriétés

organoleptiques et nutritionnelle (Merabti et al., 2015).

En Algérie et dans certaines régions, le blé dur est fermenté dans des silos souterrains appelés
« MATMOURAY. Ce blé fermenté, utilisé pour la fabrication d’un type de couscous, a regu
une attention scientifique importante liée a ses biofonctionnlités et la biodiversité de la flore

microbienne impliquée dans sa fermentation traditionnelle ou contr6lée (Djermoun, 2009).

Le blé fermenté de MATMORA, qui est un produit local abrite divers microorganismes dont
les LAB. Ce produit reste sommairement caractérisé de point de vue microbiologique,
biodiversité de bactéries lactiques et biofonctionnlité. Ainsi notre travail visait 1’étude visait

la caractérisation d’une partie de la flore lactique impliquée dans la fermentation de blé



Ce document comporte une partie bibliographique, une étude expérimentale, une conclusion
et une exposition des perspectives envisageables pour approfondir les connaissances sur
I’écosysteme du blé fermenté et également sur les interactions bactériennes en vue
d’améliorer sa qualité et de sélectionner des cultures starters efficace pour une bonne

fermentation contrélée des céréales.
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Les céeréales sont la matiere premiére la plus utilisée dans le processus de la fermentation dans
le monde ; la plus grande partie des aliments fabriqués issue des processus de fermentation ou
elle est impliquée au moins a un stade de leur génération (Hammes et Ganzle, 1998).
La fermentation est un processus ancestral et l'une des méthodes les plus économiques de
conservation et de transformation des matiéres premiéres alimentaires. Elle améliore la qualité
des produits alimentaires non seulement en prolongeant leur durée de conservation par
I’élimination des facteurs toxiques et antinutritionnels mais aussi en améliorant le
développement des saveurs et en augmentant la valeur nutritionnelle des aliments (Merabti et
al. 2015). Comme avec tout autre processus de fermentation, la compréhension de I'écologie
microbienne des fermentations céréalieres nécessite la connaissance des substrats de
fermentation ; c'est-a-dire la composition et les caractéristiques physicochimiques des
matiéres primaires ainsi que les produits obtenus en étudiant la caractérisation des
associations microbiennes et des facteurs écologiques, déterminés par nature du substrat
céréalier, qui régissent le processus de la fermentation. Dans les fermentations céréalieres, les
enzymes endogenes, les bactéries, les levures et les moisissures jouent un réle singulier ou
combiné et contribuent a la création d'une grande variéte de produits (McGee, 1984).
I.1. Types et technologies de fermentation des céréales
Van Beek et Priest (2002); Verachtert et Debourg (1995) ; Back (1994) ont indiqué
que la gestion des activités hydrolytiques nécessaires pour obtenir les hydrates de carbone
fermentescibles nécessite des besoins technologiques spécifiques. Quatre technologies de base
peuvent étre identifiés, a savoir :
e Le maltage permettant la gestion des activités endogénes ;
e Latechnologie « Koji » qui se repose sur I’utilisation des activités physiologiques des
champignons ;
e Utilisation d'activités hydrolytiques provenant de bactéries, de plantes ou de
salive humaine ;
e Fermentation de la pate (pate a frire ou gruau) est une technologie adoptée pour la

production d’éthanol et des boissons alcoolisés.



I.2. Exemple d’aliment et de boissons fermentées a base de céréales
1.2.1. Boissons fermentées traditionnelles

Il existe plusieurs types de boissons fermentées a base de ceréales, produites dans le
monde entier, qui peuvent étre classées en fonction des matieres premiéres utilisées ou de type
de fermentation intervenant dans le processus de fabrication. Les boissons fermentées peuvent
étre classées dans des catégories ; la catégorie des boissons alcoolisées et celle des boissons

non alcoolisées qui constitue la grande partie (Chavan et Kadam, 1989 ; Fleet, 1998).

1.2.2. Aliments fermentés traditionnels
1.2.2. 1. Pozol

Pozol est une pate de mais fermentée. Il est consommé dans le sud-est du Mexique par
les Indiens et les groupes métis. Pour sa préparation, les grains de mais grossiérement broyés
doivent étre bouillis dans de I'eau chaude. La pate obtenue est malaxée afin de former une
boule compacte qui est enveloppée par des feuilles de bananier. Il peut étre laissé a
température ambiante de quelques heures a plusieurs jours ou méme plus d'un mois. Un
mélange de bactéries lactiques qui est incorporée principalement pendant le processus de
broyage est a I’origine de la fermentation de la pate (Nanson et Field, 1984 ; Wacher, 1993).
Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
casei, Lactobacillus alimentarius, et Clostridium sp. ont été isolés a partir du pozol (Escalant
et al., 2001).
1.2.2. 2. Ogi

L’Ogi est un gruau de céréales fermentées a base de mais, bien que le sorgho ou le
millet soient également employés comme le substrat de sa génération. On considere qu'il s'agit
une importante nourriture de sevrage pour les nourrissons mais il est aussi consommeé par les
adultes (Banigo, 1993 ; Moss et al., 1993 ; Onyekwere, et al., 1993). Les bactéries lactiques,
les levures et les moisissures sont a l'origine de sa fermentation, bien que Lactobacillus
plantrum soit le micro-organisme prédominant (Caplice et Fitzgerald, 1999).

1.2.2. 3. Kenkey

Kenkey est une pate de mais fermentée consommée au Ghana. La fermentation est
dominée par une variété de bactéries lactiques, en particulier Lactobacillus fermentum et
Lactobacillus fermentum L. reuteri (Halm et al., 1993). Les levures et les moisissures
(Candida, Saccharomyces, Penicillium, Aspergillus et Fusarium) contribuent également au
développement de la saveur de ce produit (Jespersen et al, 1994).
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1.2.3. Blé fermenté

Lorsque les besoins alimentaires augmentent au fils de temps, il est bon de se tourner vers des
aliments nutritionnels particuliéerement les céréales qui regroupent le blé, le seigle, 1’orge ..
etc. En Algérie, les produits céréaliers occupent une place stratégique dans le systéme
alimentaire et dans I’économie nationale. Cette caractéristique est per¢ue d’une maniére claire
a travers toutes les phases de la filiere alimentaire céréaliere (Djermoun, 2009). Les céréales
sont définies comme des graines amylacees (riches en amidon) pouvant étre transformées en
farines et semoules a usage alimentaire dont le blé est ’espéce la plus représentative. Les
graines céréalieres exercent des effets bénéfiques pour les consommateurs grace a leur valeur
nutritionnelle bien qu’elles soient déficientes en acides aminés et vitamines dont la valeur
peut étre augmentée par fermentation microbienne naturelle ou contrélée qui permet tout
particuliérement I’amélioration de la digestibilité et de la qualité du microbiote intestinal de
I’hote (Aubert, 1985). A la différence des légumes et des fruits et d’autres aliments
susceptibles a I’altération, qui doivent étre rapidement consommées, les céréales peuvent étre
stockés mais doivent étre préparés de sorte qu’ils soient agréables a consommer aprés
stockage (Jeantet et al. 2006). Le stockage des graines est une opération complexe qui
demande la prise en compte de multiples parametres (température, humidité, etc.) lors des
différentes étapes, entre la récolte et I’expédition (Zouaoui, 2011). Les premiers systemes de
stockage étaient de grands paniers faits de roseaux ou fioles d'argiles qui sont enfoncées dans
le sol, ainsi que des puits, des structures de bois et des puits garnis de paille (Druveforsd,
2004). Le stockage souterrain des céréales est une des techniques largement utilisées en
milieu rural dans plusieurs régions céréalieres. Ce systeme ancestral est trés bien connu pour
les avantages qu'il présente : codt réduit, discrétion du stockage, réduction des effets excessifs
des variations extérieures de la température, création d'atmosphere confiné et enfin limitation
des risques de parasitisme (Bartali et Debbarh, 1991).

La trop forte humidité et les eaux d’infiltration sont les inconvénients majeurs de cette
méthode de stockage favorisant le développement des moisissures et les phénomenes de

fermentations bactériennes naturelles indésirables (Doumandji et al., 2003).
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Figure 1 : Grains de blé et une MATMORA
1.3. Implication des bactéries lactiques dans la fermentation des céréales

Depuis 1’aube de I’humanité, les bactéries lactiques sont employées pour la fabrication et la
conservation des aliments. La découverte de leur action sur le lait fut probablement
accidentelle mais leur utilisation fut perpétuée sous forme de levain. Au début du 20° siecle,
le terme « bactéries d'acide lactique » (LAB) a été utilisé pour se référer a "organismes
acidifiants le lait". Bien que les similitudes entre ces organismes et d'autres bactéries
produisant de l'acide lactique ont été rapidement observeés, les critéres proposés par Orla-
Jensen (1919), (la morphologie cellulaire, le mode de fermentation du glucose, la température
de croissance, et les voies d'utilisation des sucres) constituent la base de la classification
actuelle des LAB (Wright et Axelsson, 2012).

Le développement de I’industrie agroalimentaire et en particulier 1’utilisation de maticre
premiére nouvelles, ainsi que le besoin de créer de nouveaux produits de haute qualité sans
I’ajout des composés texturants et stabilisants d’origine végétale ou animale expliquent
I'intérét accru porté a ce groupe de bactéries diverses et a leur métabolites responsables de
I’acquisition des propriétés nutritionnelles ou de la qualité organoleptique et sanitaire des
aliments (Novel, 1993; Mozzi et al., 1996).

Le terme « bactéries lactiques » ne se rapporte pas a une classe phylogénétique d'organismes,
mais plutdt aux capacités métaboliques de l'espéce. Les bactéries lactiques sont
historiqguement définies comme une famille omniprésente et hétérogéne de microbes qui
peuvent fermenter divers nutriments produisant, principalement, I'acide lactique (Holzapfel et
Wood, 1995). Elles sont caractérisées par la production d'acide lactique a la suite du



métabolisme du sucre qui conduit a une acidification de I'environnement jusqu'a un pH de 3,5
(Charlier et al., 2008).

Les LAB appartiennent aux deux phylums bactériens : Firmicutes et Actinobactéries. Parmi
les LAB Firmicutes : Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptocoque, Entérocoques Tetragenococcus, Aerococcus, Carnobacterium, Weissella
Alloiococcusn, Symbiobacterium et Vagococcus. Les especes appartiennent au genre
Bifidobacterium appartiennent au phylum des Actinobacteria (Tableau 01) (Wedajo, 2015).
Les bactéries lactiques sont des batonnets ou des Cocci Gram-positif, non sporulés, non-
pigmentés et non-mobiles, dont la plupart sont des anaérobies ou aéro-tolérants, catalase et
oxydase négatives. Elles utilisent une ou deux différentes voies métaboliques et cela fournit
une fonction de diagnostic utile dans leur classification :

-Les organismes homofermentaires ne produisent que de l'acide lactique issu de la
fermentation du glucose par la voie d’Emden-Meyerhof-Paras glycolytique.
-Hétérofermentaires peuvent produire grossierement des concentrations équimolaires de

lactate, éthanol / acétate et carbone dioxyde de glucose.

Tableau N°01 : Principaux genres des bactéries lactiques (Adams et Moss, 1995).

Genres Morphologie Fermentation Isomeére de | ADN (% molaire
lactate G-C)

Lactococcus Cocci Homo L 33-37

Lactobacillus Homo D,L,DL 32-53

Leuconostoc Rods Hetero D 38-41

Streptococcus Cocci Homo L 40

Pediococcus Cocci Homo DL 34-42

Le groupe des bactéries lactiques (LAB) occupe une place centrale dans les processus de la
fermentation industrielle, elles ont une longue histoire d'application et de consommation dans

la production et la conservation d'aliments et des boissons fermentés (Caplice et Fitzgerald,
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1999 ; Ray, 1992 ; Wood, 1997 ; Holzapfel et Wood, 1995). A travers la production d'acides
organiques, principalement de I'acide lactique, elles provoquent une acidification rapide de la
matiere premiére. Aussi, leurs productions d'acide acétique, d'éthanol, d'arémes, de
bactériocines, d’exopolysaccharides et plusieurs enzymes sont importantes. La premicre
production d'aliments fermentés était basée sur la fermentation spontanée en raison du
développement de la microflore naturellement présente dans la matiere premiere. Une
dépendance caractérise la qualité du produit final a la charge microbienne impliquée dans sa
fermentation (Harris, 1998).

1.4. Taxonomie des bacteéries lactiques

Il est largement reconnu que la capacité de production d'acide lactique a partir d'hydrates de
carbone est une caractéristique commune d’un ensemble de Bactérie a Gram (+) et n'a aucune
signification phylogénétique. D'autre part, les arbres phylogénétiques constituent I'épine
dorsale des systématiques bactériennes modernes ainsi, taxonomiquement parlant, le groupe
des bactéries formant de l'acide lactique est un groupe trés hétérogéne comporte une vaste
gamme de genres et d'especes distribués dans différentes lignées : la famille Bacillaceae
(Zhou et al., 2013). Le tableau ci-dessous représente les différentes familles composant ce

groupe phylogénétique qui est constitué d’environ 500 especes décrites valablement.

Tableau N°02 : familles constituant le groupe phylogénétique des bactéries lactiques (Felis et
al., 2016).

Famille Genres

Abiotrophia, Aerococcus, Dolosicoccus, Eremococcus,

Aerococcaceae Facklamia,

Globicatella and Ignavigranum.

Alkalibacterium, Allofustis, Alloiococcus, Atopobacter,

) Atopococcus, Atopostipes, Carnobacterium, Desemzia,
Carnobacteriaceae

Dolosigranulum, Granulicatella,

Isobaculum, Lacticigenium, Marinilactibacillus,




Pisciglobus and Trichococcus.
Bavariicoccus, Catellicoccus, Enterococcus,
Enterococcaceae Melissococcus,
Pilibacter, Tetragenococcus and Vagococcus
Lactobacillaceae Lactobacillus and Pediococcus
Leuconostocaceae Leuconostoc, Fructobacillus, Oenococcus, Weissella.
Streptococcaceae Lactococcus, Lactovum and Streptococcus

1.5. Vertus thérapeutique des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques ont une grande importance pour l'industrie et sont utilisés dans le
monde entier dans un grand nombre de pays grace a leurs variétés de fermentations
alimentaires industrielles (Mensah, 1997 ; Hugenholtz et Smid, 2002). Les LAB ont
traditionnellement été associée a des fermentations alimentaires humaine et animale, et sont
généralement classées dans les flores technologiques et considérés comme microorganismes
bénéfiques (probiotiques) (Colladon et al., 2009). Le mot probiotique vient du grec signifiant
« pour la vie ». La premiéere définition des probiotiques a été décrite par (Virgin, 1954). Un
an plus tard Kolb a proposé que le déséquilibre microbien dans le corps humain résultant de
I'antibiothérapie pourrait étre restauré par des probiotiques (Parker en 1974). Fuller (1992), a
défini les probiotiques comme « un complément alimentaire microbien vivant qui affecte de
fagon bénéfique I’hote en améliorant son équilibre microbien intestinal ». Selon les
recommandations de 1’Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et I'agriculture et
I’Organisation Mondiale de la Santé (FAO / OMS, 2002).), les probiotiques sont considérés
comme des micro-organismes vivants qui lorsqu’ils sont administrés en quantités adéquates
conférent un avantage vis-a-vis de la santé de I'hdte. Ces avantages doivent étre
scientifiquement établies par des études cliniques chez I’animal et I'homme (Ouwehand et al
2002). Un certain nombre de genres et de souches de bactéries (Lactobacillus,
Bifidobactérium Lactococcus Leuconostoc, Pediococcus, S. salivais sp. S. thermophilus, E.

faecium, E. faecalis E. coli, B. cereus, B. subtilis, B. clausii,) et levure (Saccharomyces



cerisaie et boulardi) peuvent étre utilises comme probiotiques principalement dans les
productions laitieres mais aussi dans la production non laitieres comme la brasserie et la
fermentation des produits céréaliers (Shah, 2007 ; Prado et al, 2008 ; Tripathi et Giri ,
2014).

Les bactéries lactiques sont considérées comme ayant plusieurs effets bénéfiques : effets
physiologiques comme l'activité antimicrobienne, I'amélioration de la puissance immunitaire
(Kullisaar et al, 2002), la prévention du cancer et I’abaissement du taux de cholestérol
sérique (Kaur et al, 2002), la colonisation et le maintien de I'environnement appropriée de la
microflore intestinale, I'exclusion compétitive des micro-organismes indésirables, interférence
microbienne et activités antimicrobiennes, stimulation et modulation du systéme immunitaire
(Klaenhammer, 1995). Les principaux effets santé des LAB sont récapitulés dans le tableau

ci-dessous :

Tableau N° 03 : Principaux effets bénéfiques attribués aux probiotiques (Salminen et al.,
2004 ; Patterson, 2008)

Mauvaise digestion du lactose

-Diarrhée associée aux
antibiotiques

-Syndrome du cblon irritable
-Constipation

-Infection par Helicobacter

pylori

-Prolifération bactérienne dans
I’intestin gréle
-Maladies inflammatoires :
chroniques de I’intestin
Prévention de [D’entérocolite

nécrosante du nouveaux —né

Allergiques par réduction de

I’inflammation

-Réduction des risques
d’infection par des agents
pathogenes courants
(Salmonella)

Effets intestinaux Effets sur le systéeme Autre effets
immunitaire
-contrdle des troubles | -Modulation immunitaire Réduction du risque de :
suivants : -Répression des réactions -Certains cancers (colorectal,

vessie, col utérin, sein)
-Coronaropathie

-Maladies de voies urinaires
voies

-Infection des

respiratoires  supérieurs et

infections connexes

-Réduction du cholestérol)
sérique et de la pression
artérielle.
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1.6. Exemple de bactéries lactiques impliquées dans la fermentation des céréales

Le processus de fermentation de base comprend les activités enzymatiques des lactobacilles,
Enterococcus, Leuconostoc, pediocoques. Ces activités se traduisent par la production
d’acides gras a chaine courte et d’acides organiques tels que les acides lactique, acétique,
butyrique, formique, et les acides propénoiques. Le pH de ces aliments est réduit a des valeurs
de 4 ou moins (Mensah, 1997). Les acides formés au cours du processus de fermentation
entrainent I’abaissement du pH et inhibe ainsi la croissance des organismes de détérioration
(Sanni, 1993). L’activité primaire de la culture dans la fermentation alimentaire est de
convertir les hydrates de carbone en métabolites désirés comme l'alcool, I'acide acétique,
I'acide lactique ou le CO.. Les cultures utilisées dans la fermentation des aliments permettent,
également par des réactions secondaires, la formation de la saveur et de la texture
(Hansen,2002). Les Lactobacillus spp. Jouent un réle important dans le développement de la
plupart des céréales fermentées (Sanni , 1993). Il a été montré que Lactobacillus plantarium
et Pediococcus spp. Dominent les derniers stades de la fermentation de la pate de mais et
peuvent donc étre a l'origine de I’acidification rapide de la pate inoculée par un inoculum
mixte (Nche et al., 1994). La culture des bactéries lactiques et des bactéries propénoiques
semble étre une alternative potentielle de la longue chaine alimentaire (Javanainen et Linko,
1993).

Dans le cas ou les grains de céréales sont utilisés comme milieu naturel pour la fermentation
lactique, I'amylase doit étre ajoutés avant ou pendant la fermentation. Majoritairement les
bifidobactéries amylotique sont utilisées car ils produisent suffisamment d'amylase qui est

nécessaire pour la saccharification du grain (amidon) (Kim et al., 2000).
L.7. Activités d’intérét industriel des LAB
1.7.1. Propension a s’organiser en biofilm

De nombreux micro-organismes dans l'environnement naturel existent sous forme d’agrégats
multicellulaires généralement décrits comme des biofilms, associés a des surfaces solides et
en contact étroit avec d'autres cellules microbiennes (Webb et al., 2003. Stoodley et al.,
2002). Un biofilm est un ensemble  de cellules bactériennes qui adhérent a
une surface inerte, organique ou vivante. Les biofilms sont présents partout sur toutes les
surfaces. Cette structure biologique est donc composée de cellules agrégées et attachées
irréversiblement a une surface entourées d'une matrice de substances polymériques

extracellulaires produite par les mémes cellules, et incluant des composés abiotiques et
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non cellulaires ( El azzaoui, 2011). Les bactéries lactiques sont des composants principaux
des biofilms (Burin Des Roziers, 2002), cette capacité est attribuée a leur pouvoir
d’agrégation et de production des exopolysaccharides (EPS) qui constituent le ciment de
biofilm (London et al., 2016). Selon Parot (2007) la constitution d’un biofilm mature passe

par plusieurs étapes (figure02) :

Attachement réversible des bactéries (agrégation ou adhésion primaire) ;
Adhésion irréversible et production d’EPS ;
Formation des micro-colonies,

Maturation du biofilm et mise en place de la structure tridimensionnelle du biofilm,

a > W N oE

Détachement du biofilm et dissémination.

Figure 02 : Représentation schématique des différentes étapes conduisant a la formation d’un

biofilm (Parot, 2007).

Les cellules bactériennes constituant le biofilm ont une grande capacité d’assimilation
de substrat divers, une résistance accrue aux agents antimicrobiens, une surexpression
génétiques d’enzymes et une importante efficience de production de métabolites d’intérét

(Stoodley et al., 2002).
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1.7.2. Activite protéolytique

La protéolyse des bactéries lactiques est considérée comme 1’'un des plus important processus
biochimique impliqué dans la fabrication de nombreux produits fermentés (Belkaaloul et
al.,2010). D’autre part les enzymes protéolytiques et peptidolytiques des bactéries lactiques
contribuent efficacement aux propriétés organoleptiques des produits fermentés. La
protéolyse pourrait également contribuer a prévenir les problémes d’allergénes fréquents chez
les enfants de moins de trois ans en raison d’une mauvaise digestion des protéines (Pescuna
et al.,2009). Cette activité assure leur croissance dans des milieux a faible concentration en
acide aminés libres et oligopeptide comme le lait (Axelsson, 2004) Ce systéme comprend des
protéases situées a la surface cellulaire pour briser la caséine en oligopeptides, des protéinases
intracellulaires et peptidases intracellulaires pour I’hydrolyse des oligopeptides aux acide

aminés (Chedid, 2007 ; Roudj et al.,2009).
1.7.3. Activité lipolytique

Les bactéries lactiques possedent des enzymes lipolytique (les lipases et lypoxygenases)
capables d’hydrolyser une longue chaine des acides gras, d’esters, des substrats de tri-di-
mono glycérol (Liu et al., 2001; Serhan et al.,2009). Durant le stockage du blé
I’augmentation de teneurs en acide gras libres est due a ’action des lipases présentes dans les
graines (Sallek et al., 2006 ; Carver,2009). Plusieurs LAB laitiers, y compris Enterococcus
faecalis, E. faecium, E. durans, Lb. casei, Lb. plantarum et Lb. rhamnosus, ont été signalés a
avoir une activité lipolytique considérable (Cosenteno et al., 1999; Di Cagno et al., 2016).
Dans le fromage, cette activité, se produit généralement par l'intermédiaire des systémes
estérase / lipase des LAB, des bactéries propionique, des moisissures et des levures (Endo et
Dicks, 2014).

1.7.4. Activitée Amylolytique

Les LAB possédent des enzymes capables d’hydrolyser ’amidon (Amylose et amylopectine)
et ses produits de dégradation (dextrines et oligosaccharides). Les enzymes présentes
naturellement dans le blé : a-amylase joue un réle important car elles sont responsables de la
dégradation de I’amidon en sucres simple (Sindic et al.,2010). Dans le blé de haute qualité, le

contenu B-amylase est faible (Cauvain, 2003).
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MATERIELS ET
METHODES



11.1. Objectif du Travail

Cette étude visait la caractérisation d’une partie de la flore lactique impliquée dans la

fermentation de blé. Pour ce faire trois objectifs ont été fixés :

1. Etude de la qualité microbiologique du blé fermenté (caractérisation partielle de la flore
microbienne de blé dur fermenté).
2. Isolement et étude des caractéristiques phénotypiques et biochimiques de certaines bactéries

lactiques impliquées dans la fermentation du ble.

3. Etude de certaines activités fonctionnelles des bactéries lactiques caractérisées : capacité

d’agrégation, formation de biofilm et activité protéolytique.
11.2. Lieux et période de travail

Une enquéte sur la connaissance et I’appréciation du Hamoum a été conduite dans la ville de

Tiaret. L’expérimentation a été réalisée durant la période de février au mai 2018 dans le :

= Laboratoire pédagogique de microbiologie de la faculté des sciences de la nature et de la
vie de I’université Ibn Khaldoun de Tiaret ;
= Laboratoire de recherche de valorisation des productions animales et locales. Institut des

sciences vétérinaires. Université de Tiaret ;

= CRAPC.
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11.4. Matériel

11.4.1. Echantillon de blé fermenté

Photo 01 : Echantillon de blé fermenté utilisé (photo prise par auteurs le 27/03/2018).
Les grains de blé dur fermenté de type hamoum ont été utilisés dans notre étude (photo 01).

L’échantillon a été récolté le 20/03/2018 a partir d’un silo de fermentation « MATMORA » dans
la région de Frenda dans des sacs en plastiques stériles.
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11.4.2. Appareils, Verreries et produits chimiques
Les appareils, la verrerie et les produits chimiques utilisés sont récapitulés dans le tableau 4.

Tableau N° 04 : Appareils, Verreries et produits chimiques utilisés

Appareillage Verreries Produits chimiques
PH metre Burette Milieux de cultures
Balance Tubes a essali (Gélose et bouillon MRS, PCA, VF, gélose
) _ Colombia, gélose Chapman, gélose et bouillon
Centrifugeuse Dessiccateur ; ) o )
M17, gélose mannitol mobilite, TSI Citrate
Agitateur Béchers Simon, clarck &lubs, LDH, ODC, ADH).
Autoclave Flacons L’eau distillée, I’eau peptonée, 1’eau oxygénée,
L’eau physiologique
Réfrigérateur Lames Py 8
Colorants de Gram : violet de gentiane, lugol,
Incubateur
I’alcool, fuschine
Bain marie
Oxydase, ONPG
Bec bensen

NAOH, Hcl, Naphtol

Microscope optique
L’extrait de levure

Vortex
Glucose

Glycérol

Lait écremé

Rouge de méthyléne

Cristal violet
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11.5. Méthodes
11.5.1. Protocole expérimental

L’ensemble des démarches expérimentales réalisées est illustré par la figure 3.

Echantillonnage (récolte dans des sacs en plastique)

uestionnaire . .
Q Preparation d’un echantillon

représentatif

Triage (Réduction de 1’échantillon par

la méthode de cone

!

Séchage (a I’air libre) et broyage (200pum)

Isolement des bactéries lactiques
(Milieux sélectifs MRS et
M17/conditions différentes)

Analyse microbiologique : Recherche de
certains germes sur Chapman, Columbia,
Mac conkey, PCA et VFE.

!

Identification biochimique des bactéries

lactiques isolees

¥

Activités fonctionnelles des bactéries lactiques présomptives :
» Formation de biofilm

» Capacité d’agrégation
» Activité protéolvtique

Figure 03 : Schéma récapitulatif des démarches expérimentales
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1.5.2. Choix de la matiére végétale

Le blé fermenté posséde une grande valeur nutritionnelle et des activités biologiques diverses
(Anti-diabéte, anti-cancer, anti-diarrhée, activité vis-a-vis du transit intestinal et autres), sa
production est moins couteuse et plus enrichissante car les bactéries impliquées, qui présentent
des effets santés divers, peuvent améliorer ses qualité nutritionnelle et organoleptique par leur
métabolisme diversifié. Peu de travaux ont abordé la biofonctionnlité de la flore de ce produit
extrait de I’entrep6t "Matmora". Il nous a donc paru judicieux de faire une étude qui consiste a
caractériser une partie de la flore lactique impliquée dans sa fermentation et étudier certaines de
leurs atouts et performances d’intérét biotechnologiques (activité protéolytique, capacité
d’agrégation et formation de biofilm total sessile).

11.5.3. Echantillonnage

Le blé, qui nous a été fournis par un agriculteur possédant une matmora, a été récolté a partir de
cing points différents. Au laboratoire les cing points ont été mélangés pour obtenir un échantillon

représentatif homogeéne. L’échantillon a été nettoyé, purifié puis conserves au froid.
11.5.4. Etablissement d’un questionnaire

Une enquéte scientifique a été établie afin de cerner 1’appréciation de « Hamoum » comme une
matiére alimentaire, aupres des personnes adultes, et ses vertus notées par les populations qui le

consomment.
11.5.5. Préparation d’échantillon
11.5.5.1. Purification et Triage

L’échantillon représentatif a été trié et réduit en quatre fractions par la méthode de cone. Les

fractions ont été conservées dans des flacons de 500ml au froid en vue de leur exploitation.
11.5.5.2. Séchage et broyage

Les quatre parties de I’échantillon ont été séchés a I’air libre pendent 24 heures et le broyage a été
réalisé par un broyeur électrique pour obtenir une poudre fine de 200um. La poudre obtenue a été

conservé dans des flacons en plastique a 4°C et a I’obscurité.
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11.5.5.3. Préparation de la solution mére et des dilutions décimales

Pour préparer la solution mére ; 10 g d’échantillon ont été mélangés avec 100 ml d’eau tryptonée.
A partir de la solution mere, une serie de dilution décimale successive, en utilisant 1’eau

physiologique, d’ordre 6 (de 10 & 10°%) a été réalisé.
11.5.6. Analyse microbiologique

Une analyse microbiologique qualitative a été faite, 100 ul de la solution mére sont encemencés,
dans des condtions d’aspecie, sur des milieux de cultures sélectifs disponibles: Chapman,

Mackonky, Viande foie et des milieux ordinaires : PCA et Columbia.
11.5.6.1. Isolement des bactéries lactiques

Ces bactéries sont parmi un des groupes bactériens les plus impliqués dans les fermentations
naturelles du blé (Kalui et al., 2010). Pour déterminer les bactéries lactiques impliquées dans la
fermentation de notre échantillon, un isolement dans des géloses M17 et MRS a été effectué a
différentes conditions de pH (4.5, 6), de la durée d’incubation (24, 48h), de température (30,

44°C) et d’anaérobiose.

100ul de la solution mere et les différentes dilutions ont été ensemencés sur une gélose
préalablement préparée. Les cultures ont été incubées a 30°C et 44°C pendant 24h et 48h. Les
cultures sur MRS pour I’isolement sont placées dans des dessiccateurs avec une bougie pour
réduire partiellement la pression en O.. Une appréciation qualitative ou un dénombrement a été

fait apres 24 et 48h d’incubation.
11.5.6.2. Identification biochimique des bactéries lactiques

Une identification spécifique phénotypique et biochimique présomptive a été réalisée selon
les criteres préconisés par Gourgand et al. (1997) ; Axelsson (2004) Hammes et Hertel
(2006) en notant les caractéres morphologiques, visuelles et biochimiques des différents

isolats. Les tests réalisés sont :
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e Oxidase

Ce test permet de mettre en évidence une enzyme : la phényléne diamine oxydase des bactéries a
partir de leur culture en milieu gélose, cette enzyme est capable d’oxyder un réactif : le N-
diméthyle paraphényléne diamine, ce réactif est incolore et en présence de I’enzyme, il libére un
composé violet, noircissement a I’air. La technique a été réalisé selon le protocole de Marchal et

Boudron (1982) ;

Une colonie bactérienne a été déposée sur une lame contenant une goutte d’eau distillée. Aprés
homogénéisation, un disque d’oxydase a été déposé sur le frottis a I’aide d’une anse stérile. La
souche est dite oxydase positif si la couleur change vers le violet et oxydase négative si elle reste

blanche.

e Catalase

Ce test est une enzyme ayant la propriété de décomposer le peroxyde d’hydrogéne H>O> avec

dégagement d’O; selon la réaction suivante : H202 H20+1/202 (Marchal et Boudron, 1982).

Une colonie bactérienne a été¢ déposée sur une lame stérile contenant une goutte d’eau distillée.
Apres homogénéisation quelques gouttes de H202 ont été déposées sur le frottis. La souche est

dite catalase positif s’il y’a une effervescence.

e ONPG

Pour dégrader le lactose ; les microorganismes doivent possédent deux enzymes : la perméase et
B-galactosidase, 1’épreuve ONPG permet de mettre en évidence la - galactosidase qui dégrade

I’ONPG qui présente une structure analogue au lactose

L’hydrolyse de I’ONPG libere 1’orthonitrophényl qui est responsable de la coloration jaunatre de
milieu (Marchal et Boudron, 1982).

On dépose une colonie bactérienne dans un tube stérile contenant 1 ml d’eau distillée stérile puis

on ajoute un disque d’ONPG.

Si la couleur vire au jaune, la souche est dite de test positif et si elle reste blanche, le test est

négatif.
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e TSI

Ce test permet de mettre en évidence d’une part, la fermentation du glucose, lactose et saccharose
et d’autre part la production des sulfure d’hydrogéne H»S. Le glucose, présent dans le culot, est
attaque par voie fermentative entrainant une acidification du milieu avec production ou non de
gaz sur la pente, le lactose et le saccharose seront oxydés et fermentés. La production du H»S se
manifeste par noircissement du culot (Marchal et Bourdon 1982).

Une colonie bactérienne a été ensemencée en réalisant une piqure centrale dans le culot et des
stries serrés sur la pente. La Fermentation de lactose et saccharose se traduit par une pente jaune :
lactose, saccharose positif (Pente rouge : lactose, saccharose négatif). La Fermentation de
glucose se traduit par un culot jaune: glucose positif (culot rouge : glucose négatif). La
production de gaz se manifeste par la présence des bulles de gaz dans le culot. La souche est dite

H>S positif, si un noircissement au milieu de la zone joignant la pente et le culot se manifeste.

e Mannitol mobilité

Le mannitol est un polyalcool issu de la réduction de D-fructose, sa dégradation conduit a la
formation de fructose qui est attaqué en donnant des acides a chaine courte (Marchal et
Bourdon1982).

Une colonie bactérienne a été inoculée dans la gélose en réalisant une pigure centrale.

v Si on observe des stries au tour de strie ensemencé on dit que cette bactérie est
mobile
v Le virage de la couleur de milieu de rouge au jaune, la souche est mannitol positif.

e Citrate de Simmons

La gélose citrate de Simmons contenant du citrate de Simmons et du sel d’ammonium ainsi que
du bleu de bromothynol est utilisé pour ce test, les colonies qui fermentent le citrate (grace a la
présence de I’enzyme citrates) lancent la réaction entre ces ions, ils apparaissent sous forme des
colonies blues ou ayant un centre bleu. Les colonies incapables de fermenter le citrate de

Simmons restent blanches (Guiraud, 2003).
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Les isolats ont été ensemences en stries sur la pente de la gélose inclinée. La souche est dite
citrate positif si la couleur du milieu change en bleu et citrate négatif si elle reste verte.

e Milieu RM-VP (bouillon Clark et Lubs)

Ce milieu permet de rechercher les voies fermentaires des bactéries et de différencier entre les
différents types de fermentation. Il est d’une grande importance pour I’identification des bactéries
de la famille des Enterobacteriaceae (bacille gram -, oxydase -) et d’autres bacilles Gram négatif
(Dellarras, 2007 ; Joffin et Leyrol, 2006).

Une suspension bactérienne dense a été ensemencée sur le bouillon Clark et Lubs. L’acidification

de milieu, liée a I’utilisation du glucose, entraine le virage de sa couleur au jaune.
Apres incubation, deux réactifs ont été ajoutés

v" Rouge de méthyle (test RM) : C’est un réactif utilisée pour mettre en évidence la voie
fermentative des acides mixtes lors de [D’identification des entérobactéries. La
fermentation du glucose produit de 1’acide pyruvique, puis des acides organiques. Ces
acides font virer le RM au rouge.

v Voges-Proskauer (test VP): C’est un réactif utilisé pour mettre en évidence la voie
fermentaire du butane — 2, 3—diol lors de I’identification biochimique des entérobactéries,
cette réaction permet de mettre en évidence 1’acétoine ou (3 — hydroxybutanone), parce

que Le butane — 2, 3 — diol ne peut pas étre mis en évidence facilement.

e L’ornithine décarboxylase (ODC) : est une enzyme qui libére le groupement carboxyle
de I’acide aminé ornithine et donne production de la putrescine qui alcalinise le milieu.
Dellarras (2007) ; Joffin et Leyrol (2006).

e La lysine décarboxylase (LDC) :est une enzyme qui libére le groupement carboxyle de
I’acide aminé lysine et donne production de la cadavérise qui alcalinise le milieu.
Dellarras (2007) ; Joffin et Leyrol (2006).

e L’arginine d’hydrolase (ADH) :est une enzyme qui dégrade ’arginine en libérant de
I’ammoniac et des amines qui alcalinisent le milieu. Dellarras (2007) ; Joffin et Leyrol
(2006).
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11.5.7. Conservation des souches bactériennes

> Conservation de courte durée

Cette conservation des souches pures est effectuée sur milieu solide MRS ou M17 inclinée.
Aprés croissance a température optimale, les cultures sont maintenues a 4°C et le
renouvelement des souches doit se faire par repiquage toutes les quatre semaines (Badis et
al., 2005).

» Conservation de longue durée

Les isolats sont retenus a -20°C dans une solution contenant 70% de lait écrémé (enrichie par
0,5 g/l de glucose et 0,5 g/l d’extrait de levure) et 30% de glycérol a 40% (Samelis et al.,
1994 ; Bolduc et al., 2006).

11.5.8. Etude de certaines activités fonctionnelles des isolats lactiques
11.5.8.1. Capacité d’auto-agrégation

L’auto-agrégation des souches bactérienne est une étape nécessaire pour la formation de biofilm

et I’attachement aux différentes surfaces.

L'étude de l'auto agrégation des isolats a été réalisé en adoptant le protocole de Kos et al (2003) ;
il consiste a faire décanté, dans PBS, des bactéries chacune a part. Les bactéries ont été cultivées
dans le MRS ou M17 liquide et incubé a 37°C pendant 18h ; Les cellules bactériennes ont été
récupérées par centrifugation 5000g / 15 mn avant d'étre décantées, ces bactéries ont été lavées
trois fois puis I’inoculum utilisé a été ajusté a 0.08 sur I’échelle 0.5 MacFarland (Andrew, 2008).
La DO a été lue a 625 nm, chaque heure lors d’une décantation de 3 a 4 h a la température de

laboratoire.
11.5.8.2. Capacité de formation de biofilm

L’¢étude de la capacité de formation de biofilm a ét¢ effectuée en adoptant le protocole modifié
de Boubakeur et al. (2016). Des cultures jeunes, préalablement préparées, ont été utilisé pour
étudier la propension des isolats lactiques & s’organiser en biofilm. Des inocula de 107 germes/ml

ont été ajustés et des volumes de 100 pl de chaque inoculum ont été déposés dans des puis d’une
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microplaque de 90puits. La microplaque a été incubée pendant une nuit a 37°C pour permettre
aux germes de s’adhérer aux puits. Aprés incubation, une coloration au cristal violet (0.1%) a été

faite. Des photos ont été prises pour I’estimation qualitative de biofilm formé.

Pour la quantification de biofilm forme par les différents isolats, le méme protocole a été adopté
en utilisant des tubes a essai. Aprés incubation, coloration au cristal violet et prise de photos, les
cellules adhérentes ont été détachées par 1’acide acétique (30%). La formation du biofilm est
considérée comme positive lorsqu’un film visible recouvre le mur et le bas du tube ou du puits.
Pour la quantification, les densités optiques ont été prises a 625 nm afin estimer le nombre de

germes adhérés en utilisant la corrélation de Lambin et Germa (1965).
11.5.8.3. Activité protéolytique

L’activité protélytique des isolats a été de recherché dans une gélose enrichie par le lait écrémé

stérile a raison de 2 % et 10% selon la méthode adaptée par Roudj et al. (2009).

Aprés incubation & 37/44 °C pendant 24-48h, 1’apparition des colonies sur gélose est un

indiqueur de I’activité protéolytique de ces isolats (Hassaine , 2013).
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RESULTATS ET
DISCUSSIONS



I11. 1. Fractionnement de I’échantillon

La préparation de I’échantillon et le prélévement de la portion destinée a ’analyse sont deux
étapes essentielles dont dépend 1’exactitude du résultat

L’échantillon représentatif fractionné par la méthode de cone rapporté dans la (photo 02).

Photo N°02 : Echantillon séparé en quatre et deux parties égales par la méthode de cone .

Deux quarts opposés sont réunis et mélangés pour former un sous échantillon représentatif

destiné aux différentes étapes d’analyse.

111.2. L’établissement de questionnaire

Le questionnaire qui a été établi se fait sur une population de 20 personnes (hommes et femmes

agées qui ont de plus de 40 ans) (figure N°04).

Consommation I'obtention de Hamoum

enfant
20%

achat
45%
produit
55%

adult
80%

Hadult ®enfant B produit Machat =
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consomation de Hamoum avec bienfaitse de Hamoum notés

la famille par le consommateur
oui
non 15%

20% _‘
non

oui
\ 80% ’
85%

oui =non = Eoui mnon =

les problemes r_encontres suite a consomation de Hamoum
la consommation de Hamoum

=

= tres frequement = frequement
= assez frequent = rare

= oui "non = = trés rare

Figure N° 04 : Secteurs statistiques représentent les fréquences de consommation de hamoum

selon différents critéres...)

Il a été noté une fréquence faible de la consommation de Hamoum dont 80% de consommateurs
sont des adultes contre 20% de consommateurs enfants. La consommation est essentiellement en

famille (80%). Ce produit de grand intérét sanitaire est en train de perdre de 1’appréciation dans la
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nouvelle génération, face aux produits alimentaires industriels qui remplissent les marchés.75%
de la population productrice ne connaissent pas les bienfaits santé de ce produit qui abrite un
microbiote de grande importance pharmaceutique (probiotiques) et de substances bioactives
(prébiotques). 90% des interrogés ont signalé des problemes de digestion suite a I’ingestion de
Hamoum sous forme de couscous, conséquences de la richesse de ce produit fermenté en
microbiote diversifié, fibres et métabolites microbiens divers.

Les détenteurs de Matmor sont les principaux consommateurs de Hamoum (55% répondants)
contre 45% répondants 1’achétent.

La qualité organoleptique (aspect, odeur, saveur) et nutritionnelles fonctionnelles (composition
biochimique et microbiologique bénéfique a la santé) du blé sont fortement améliorées par
fermentation des nouvelles organoleptiques (Mokhtari, 2016 ; Merabti, 2015). Il serait
important de recommander ce produit local d’une grande valeur nutritionnelle a fin de prévenir
les maladies nutritionnelles et les pathologies infectieuses gastriques qui deviennent fréquentes
dans les sociétes

I11. 3. Analyse microbiologique

Les aliments fermentés a base de céréales abritent divers microorganismes, en association ou non,
qui comprennent les LAB, les levures et les champignons filamenteux (Guyot, 2010). Notre
échantillon s’est révélé riche en microbiote diversifié. Les résultats de 1’analyse microbiologique

sont consignés dans les tableaux 5 et 6.

La flore pathogéne a été isolée sur : Chapman, Macconkey, VF. PCA et Colombia sont des
milieux sélectifs pour la flore totale. Pour la flore lactique L’emploi d’un seul milieu standardisé,
risque d’étre peu significatif. De ce fait, nous avons utilisé trois milieux de cultures différents
(MRS, MRS acide et M17). Cing colonies, symbolisées par BFT1, BFT2, BFT3, BFT4, BFTs, de
morphologies et caractéristiques phénotypiques différentes ont eté détectées sur les deux milieux
MRS et M17. Aucun isolat n’a été obtenu sur MRS acide (tableau?).
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Tableau N°05 : Caracteres culturaux et microscopiques de la flore totale.

La dilution 10* La boite dénombrement La coloration de gram

Chapman : Une seule colonie
a ¢té obtenue d’un inoculum
d’une dilution de 1073 Une charge bactérienne de

103UFC/ml.
Le développement n’a pas été

accompagné par le virage de

la couleur. La coloration de

Gram révéle I’aspect de
Staphylocoque : coque a

Gram positif
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Flore diversifiée sur PCA:
trois types de colonies ont été
distinguées de taille et
viscosité  différentes. La
coloration de Gram révéle la
présence d’un mélange de
coques, coccobacilles et de
grands bacilles, a Gram positif

et négatif.

3x103UFC/ml

3 colonies ont été détectées.
Une grande colonie(1)
moyenne (2) Petite colonie
(3)de couleur blanchatre de
différents taille
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Flore totale bactérienne sur
Columbia

Des colonies nmobreuses ont
été obtenues sur cette gélose.
Un mélange de coques et
bacilles a Gram+ s’est révélé
par la coloration de Gram.

Macconkey : Une  seule

colonie a été révélée. La

Une charge bactérienne de
10°UFC/ml

coloration de Gram permet
d’identifier des cocobacilles de
petites taile a Gram-, milieu
sélectif pour

Enterobacteriaceae

VF la gélose n’a été pas
fragmenté ce qui indique

I’absence de Clostridium
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Les familles bactériennes identifiées sont: Enterobactériaceae, Staphylococcaceae, résultats
concordent avec ceux trouvés dans plusieurs études (Bartali et al., 1990 ; Cahagnier, 1996 ;
Heikkila et Saris, 2003 ; Bayrock et Ingledew, 2004 Leyral et Vierling, 2007 ; Yateem et al.,
2008 ; Yao et al, 2009; Mokhtari, 2012 ; Kezimana et Koman, 2013).

La présence de cette flore pathogeéne a été dominée par la présence d’une flore lactique
importance ; les genres identifiés sont : Enterococcus, Pediococcus et Lactococcus (Tableaus 5,
6et7).
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Tableau N°6 : Caractéres culturaux et microscopiques des bactéries lactiques.

Isolat Conditions de Aspect sur boite et coloration de Gram Description
culture

Grande colonies de
couleur blanchatre et
rondes. coques
BFT, régulier en amas a

Gram positif

MRS (10-%)/ 30°C

petite  colonies de
couleur crémeuse et
rondes.

coques de petites taille
BFT; ques dep
en amas et a Gram

positif
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Colonies crémeuses
visqueuses rondes.
Coques en amas a

Gram positif
BFT3 MRS (10-3) a 44°C
Colonies  cremeuses
rondes. Coque
en amas a Gram
M17 (10-4) & 30°C positif
BFT4
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colonies cremeuses
rondes. Coques en
amas a Gram positif

M17

(10-%) a 44°C
BFTs
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La diversité et la prédominance des genres des bactéries lactiques isolées a partir des produits
fermentés dépend relativement et principalement de la nature du matériel biologique d’isolement
et de différents méthodes utilisées (Ftzsulmons et al., 1999 ; Bissomette et al., 2000). La
composition microbienne prédominante en coques lactiques de notre échantillon est en accord
avec plusieurs travaux précédents. Cette dominance a été décrite par plusieurs auteurs (Haroun-
Ur-Rashid et al., 2007 ; Sengin et al., 2009 ; Ennadir et al., 2014 ; Mokhtari, 2015).

Hardy (1982) ; Bervas (1991) ; Infantes et Tourneur (1991); Louembé et al., (2003) ;
Ennadir et al. (2014) ont montré gque les especes du genre pediococcus sont freqguemment isolées
de plusieurs produits végétaux (céréales, choucroutes, concombres, olives et fruits).
Comparativement a 1’étude de Corsetti et al., (2007), les entérocoques ont été les plus isolés des
échantillons de blé et sont principalement représentés par les espéces Entérocoques faecium et

Enterococcus mundtii.

Devriese et al., (1992) ont montré que les entérocoques sont des contaminants naturels de
différentes surfaces organiques. Ils sont présents sur les parties aériennes des végétaux (céréales
et plantes fourrageres) et participent a la fermentation des aliments (Franz et al., 1999). Nous
Signalons a ce propos que dans la littérature ce genre est le plus controversé des bactéries
lactiques ; certains auteurs le considérent comme agent d’altération tandis que d’autres
I’admettent comme un élément contribuant positivement a la maturation et au développement de
la flaveur des produits. Par ailleurs, la présence de I’espece Lactococcus lactis est similaire a ce
qui a été signalé par Corsetti et al., (2001) lors d’une étude sur les farines de blé italien.
L’espéce Lactoccocus lactis est en effet des espéces communément isolées a des frequences
variables de différents produits fermentés, des levains, des produits laitiers et des produits
végétaux.

Une présence probable d’une espéce hétérofermentaire de Weissella a été noté dans cette étude,
une présence a confirmer par d’autres tests d’identification biochimique, ce résultat est similaire
avec celui trouvé par Elkolei et Ayadi (2017) qu’ils ont constaté la présence du genre Weissella
en faible pourcentage 2.5% dans leur étude d’isolement des bactéries lactiques a partir de blé dur

et tendre. Ben Mehel et al., (2016) ont aussi rapporté la présence faible de Weissella.

La présence d’une flore qui pourrait étre toxigénique et pathogéne, notamment Staphylococcus
spp, E. coli, Enterococcus spp, et Weissella nécessite la mise en évidence du risque sanitaire (et
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le report d’indisposition digestive) de ces germes afin de connaitre les points de contamination et
mesurer les risques associés. Il reste a noter qu’une confirmation de ces attributs est fortement
recommandée par des tests d’identification biochimiques (galerie API) et moléculaires.

I11.4. La formation de biofilm et capacité d’agrégation

Les cing isolats lactiques présomptifs ont été identifiés par rapport a leur propension a s’organiser

en biofilm et capacité d’agrégation (tableaux 7 et figure 7).
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Tableau N°07: Biofilm des 5 isolats lactiques

BFT:1 BFT2 BFT3 BFT4 BFTs

Methode en tube
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Figure N°05 : Quantification de biofilm des 5 isolats.

Une capacité notable de formation de biofilm a été enregistrée pout les différents isolats. Un

biofilm convoité a été noté pour BFT4 (identification présomptive : Enterococcus faecalis).

111.5. Capacité d’agrégation

Ag%
40
35
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20
15
10

o
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M Apres 5 heures @Aprés 4heures M Apres 4heures

Apres 2 heures B Aprés 5 heures

Figure N° 06: Capacité d’agrégation des isolats
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Une augmentation de la capacité d’agrégation des cinq souches isolées durant la décantation a été

noté ce qui montre une forte interaction entre les isolats et la surface d’implantation.

Pour des considérations technologiques, la capacité de production de biofilm et le profil de
production d’enzymes sont des caractéristiques importantes dans la sélection et 1’évaluation de
potentielles cultures starters (Berlanga et Guerrero, 2016 ; Latorre et al., 2016).

La capacité de production du biofilm est révélée par une forte aptitude a s’adhérer au polystyréne.
O'Toole et Kolter (1998) et Boubakeur et al., (2016 ; 2018) ont aussi noté une forte propension
des bacteéries lactiques a s’organiser en biofilm et une capacité d’agrégation significative.
Gutiérrez-Correa et al., (2012) ; Mokhtari. (2012) ; Merabeti et al., (2014) ; Berlanga et
Guerrero (2016) ; Wolfe et Dutton, (2016) ont montré que le procédé de fermentation de
substrat solide (cas de blé) offre des conditions de stress (température, activité de 1’eau,
oxygénation) permettant ainsi la sélection et la dominance de bactéries d’une grande capacité de
formation de biofilm. Le biofilm a des propriétés uniques et un avantage considérable pour la
formulation des starters et la bioconversion de la matrice par une architecture avantageuse et une
expression différentielle des genes unique Berlanga et Guerrero, (2016) ; Gutiérrez-Correa et
al., (2012).
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I11. 6. Activité protéolytique

Les résultats montrent que les cing isolats lactiques ont poussé sur la gélose enrichie par différentes concentrations du lait
écréme (0.2% et 10%) (tableau9).

Tableau N° 8 : Activité protéolytique des 5 isolats lactiques.

Isolat 2% de lait écrémé 10% de lait écrémé

BFT1

BFT2
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BFT3

BFT4

BFTS

41




Kermiche (2013) ont révélé une activité protéolytique performante chez 27 isolats lactiques.
Merabti (2015) ont montré que la dégradation des protéines par les LAB est initiée par les
protéases membranaires et/ou endogenes, qui les hydrolysent en oligopeptides. Ils sont ensuite
absorbés par l'intermédiaire de systémes de transport spécifiques et subissent une dégradation
supplémentaire en peptides plus courts et en acides aminés par 1’action concertée de diverses
peptidases intracellulaires Endo and Dicks, (2014) ; Elkolei et Ayadi (2017) ont constaté
que toutes les souches étudiées présentent une croissance avec une activité protéolytique

traduite par 1’apparition d’un halo clair autour de la colonie.
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CONCLUSION



Conclusion

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes dominants retrouvees au cours de la
fermentation de la majeure partie des aliments notamment les produits a base de céréales et
particulierement le blé dur fermenté. La diversité et la prédominance des genres des bactéries
lactiques isolées a partir des produits fermentés dépend relativement et principalement de la

nature du matériel biologique d’isolement et de différentes méthodes utilisées pour 1’étude.

Notre travail a pour objectif d’analyse microbiologique, I’isolement et 1’identification de
certaines bactéries lactiques impliquée dans la fermentation de blé dur « HAMOUM » de la
région Frenda —Tiaret. Les résultats révélent un microbiote diversifié avec une dominance
notable des LAB.

Des taux importants d’auto-agrégation et un biofilm convoité ont été enregistrés lors de cette
étude. L’agrégation et la formation de biofilm sont dépendantes des structures de surface des
cellules ou I’incorporation des prébiotiques dans le milieu peut améliorer ou altérer la
physiologie métabolique du germe. Il est intéressant d’étudier le mécanisme moléculaire
d’interaction surface d’attachement et les propriétés physicochimiques de la paroi cellulaire et
de déterminer la consistance et la structure chimique de biofilm sous microscope électronique
a fin de comprendre I’'impact des biomolécules végétales constituant le blé fermenté sur la

propension des bactéries a s’organiser en biofilm.

Une activité protéolytique importante chez les isolats de bactéries lactiques a été notée. Des
techniques plus avancées permettant 1’isolement et la purification des protéases des différents

isolats est recommandée.
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Annexe01 : Composition des milieux de culture utilisés

Mannitol mobilité

Composition pour la préparation d'un litre de milieu.

Peptone ... 10,0¢g
Extrait de viande de beeuf .................. 109
Chlorure de sodium :........ccceevvennenne. 75,049

Mannitol @.........cccooveiiiieiee 10,0 ¢
Rouge de phénol :............cccevvvennne. 0,025¢

Agar-Agar i 1509
Eau distillée @.......ccooevniiiie gsp 1 Litre
pH=74

Composition : en grammes par litre d'eau distillée
ONPG

Composition théorique en milligrammes par disque :

Nitro-2-Phényl-ED-Galactopyranoside ............ccccoeverereiencnnnens 1,2

TSI (gélose triple sugar-iron agar)

Peptone.......cooooviiiiii 20g
Extraitde viande...............coooiiiiiin. 3g
Extraitde levure.................ooooiii 3g
Chlorure de sodium..........ccoocvvvveveeieiieiee 5¢
GluCOSE. ... g
Lactose.....c.vvniiiiiiiii 10g
Saccharoseose.........ooevviiiiiiiiiiiiiinin, 10g
Citratede fer...........c.cooeiiiiiiiiiies. 0,5g


https://fr.wikipedia.org/wiki/Litre
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Extrait_de_viande
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mannitol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Rouge_de_ph%C3%A9nol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
https://fr.wikipedia.org/wiki/Eau_distill%C3%A9e

Hyposulfite de sodium.......................... ... 0,5g
Rougedephénol..................ooiiiiiin 25g
GElOSE. ..t 12¢g

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

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

L’argininene..........cooovevvviiiiinninieinn, S5g
Extraitde levure..................ooo 3g
GlUCOSE. .. .veeiieiv i g
Chlorure de sodium.........cccccvevieiicieiiesee, 5¢
Pourpre de bromocrésol......................... 16g

PH=6,3 ; autoclavage 10 minutes a 120°C, avec 1’ajout d’une solution stérile de sucre
a 10%.

VF (milieu viande-foie gélosé)

Extrait de viande-foie...................coeeniils 30g
GIUCOSE. ..t 2¢g
GElOSE. ..ottt 6g

PH=7,4 ; Répartir en tubes a essais
PCA ( Plat Count Agar)

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée.

Peptone de caséine 6,00
Extrait de levure 3,00
Agar
) 15,00
pH final a 25°C : 7,0 £ 0,2

Culombia
(pouvant étre ajustée de facon a obtenir des performances optimales)
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Pour 1 litre de milieu de base :

= POIYPEPLONE ... 1709
- Peptone pancréatique de COBU..........cvvveerieeiieseeseese e 3090
- Extrait autolytique de [eVUre..........cccoviieieeie e 3090
N 00 (o] g o [T 1 1 UL 1049
- Chlorure de SOOIUML......uuiiiiiiiiiic et 5090
- Agar agar bacteriologiqUE...........couvvverieiieiiere e 135¢g

pH du milieu prét-a-1’emploi a 25°C : 7,3 + 0,2

Chapman
Composant Quantite (g/L) Role
Extrait de viande de . Apport de facteurs de
beeuf croissance
Peptones 10 Source d’N, de C et
d’énergie
Lecture d’un
Mannitol 10 caractére
biochimique
Chlorure de sodium 75 Agent sélectif.(a forte
concentration)
Rouge de Phénol 0.025 Indicateur de pH
Agar 15 Gélifiant
pH 7,4
Milieu MRS

Peptone........cooiiiiiiiiii e 10g
Extrait de viande..................ooiiiiinn 10g
Extraitde levure...............coooiiiiiiiin e, S5g
GIUCOSE. .., 20g
TWEEN 80t iml



Phosphate bi potassique...............coeevinne.n. 2g
Acétate de sodium..............oooviiiiiiiiiiinn., S5g
Citrate d’ammonium................ccceevenennn.. 2g
Sulfate de magnesium................c..cooeeee. 0,2g
Sulfate de maganése ............ ...c.oooen e e 0,5g
AGar. ..o 15¢

Eau distillée...............oooiiii i 1000ml

Autoclavage 15 minutes a 120°C

Composition du Milieu M17
e Peptone de soja : 5¢
e Peptone de viande : 2,5¢
e Peptone de caséine : 2,5¢
e Extrait de levure : 59
e Extrait de viande : 59
e Lactose: 59
e Acide ascorbique: 0,5¢
e Glycérophosphate de sodium: 199

e Sulfate de magnésium: 0,259

Annexe02 : Protocole de la coloration de Gram

*

« Coloration de Gram

Cette coloration différentielle a été réalisée dans le but de distinguer les bactéries a Gram
positif et les bactéries a Gram négatif. La coloration a été faite selon le protocole de
(Roy,1979).

Le protocole de la coloration de Gram est réalisé selon les étapes suivantes :
Préparation d’un frottis bactérien sur une lame bien nettoyée ;

- Coloration du frottis au violet de Gentiane pendant une minute ;
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- Ringage avec de ‘eau distillée ;
- Fixation de la coloration par du lugol pendant une minute ;
- Traitement a I’alcool pour la décoloration ;
- Recoloration par la fuschine pendant une minute ;
- Observation a différents grossissements ( 10, 40 et 100 X10).

Apres I’observation on peut distinguer :

o Les bactéries colorées en violet fonceé elles sont dites a gram positif

o Les bactéries colorées en rose elles sont dites a gram négatif
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Annexe03 : Résultats de différents tests biochimiques sur les isolats

BFT1 BFT2 BFT3 BFT4 BFT5

Catalase

Oxydase
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ONPG
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LDC, ODC,
ADH
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Citrate de
Simmons

clarck et
lubs
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4

TSI
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Mannitol
mobilité
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Résumé

En Algérie et dans certaines régions, le blé dur est fermenté dans des silos souterrains appelés
« MATMOURA ». Ce produit, qui est utilisé pour la fabrication d’un type de couscous, a recu
une attention scientifique importante liée a ses biofonctionnlité et la biodiversité de la flore
microbienne impliquée dans sa fermentation. Cette étude avait pour objectif la caractérisation
phénotypique et biochimique de certaines bactéries lactiques impliquées dans sa fermentation
ainsi que I’¢tude de certaines activités fonctionnelles des bactéries lactiques caractérisees :
capacité d’adhésion, formation de biofilm et activité protéolytique. Les résultats obtenus
encourageant, qui ont montré la biodiversit¢ de la flore du bl¢ fermenté, méritent d’étre

confirmés et approfondis.

Mots clés: Blé fermenté du Matmora, bactéries lactiques, biofilm, agrégation, activité
protéolytique.

Summary

In Algeria and some regions, durum wheat is fermented in underground silos called
"MATMOURA". This fermented wheat, which used for the manufacture of a type of
couscous, received significant scientific attention related to its biofunctionality and
biodiversity of microbial flora involved in its traditional or controlled fermentation. The
objective of this study was the characterization of the wheat microbial flora, as well as the
isolation and study of the phenotypic and biochemical characteristics of certain lactic acid
bacteria involved in wheat fermentation and determining certain of their functional activities:

adhesion capacity, biofilm formation and proteolysis activity.

Keywords: Fermented wheat of Matmora, lactic acid bacteria, biofilm, aggregation,
proteolysis activities.
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