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Résumé

La présente étude a pour objectif de mettre en ¢évidence I’effet antagoniste d’une souche
lactique bactériocinogene d’origine cameline contre une souche psychrotrophe contaminante du
lait.

La souche lactique productrice de bactériocines (type nisine) est isolée a partir d’un fromage
camelin frais préparé au laboratoire avec un rendement non négligeable, égale a 35,5 %. La
souche indicatrice est une souche psychrotrophe isolée a partir d’un échantillon de lait de
chamelle cru, stocke a 4°C pendant plus de 3 jours. Ainsi, le surnageant neutralisé d’une culture
de Lactococcus lactis ssp .lactis, sur milieu M17 (8000 g/ 20 min a 4°C) a été testé contre la
souche de Pseudomonas fluorescens selon les trois techniques de diffusion sur gel ; les spots, les
puits et les disques. Le surnageant neutralis¢é a montré une activité antibactérienne qui s’est
manifesté par ’apparition de zones d’inhibition dont le diamétre différe selon la nature du test
utilisé. Des diamétres variant entre 9 et 18 mm et entre 12 et 29 mm ont été enregistrés
respectivement avec les puits et les disques. La technique des spots a donné des résultats moins

concluants.

Mots clés : lait, chamelle, Pseudomonas fluorescens, Lactococcus lactis ssp .lactis, fromage,
nisine.




ABSTRACT

This study aims to highlight in the antagonistic effect of a lactic strain bacteriocins producer
against a psychrotrophic strain milk contaminant.

The lactic strain producing bacteriocins (nisin type) was isolated from a fresh camel cheese,
which was prepared on laboratory .his yield is not negligible, equal to 35, 5 %.The indicator
strain is a psychrotrophic strain isolated from a raw camel milk sample ,stocked at 4°C during
more than 3 days. Thus, neutralized cell-free supernatant of Lactococcus lactis ssp .lactis growth
in M17 medium (8000 g /20 min a 4°C) was tested against the strain Pseudomonas fluorescens
using three techniques of gel diffusion method; the spots, the wells and disks technique. The
neutralized cell-free supernatant pointed at antibacterial activity, which manifested by
appearance of inhibition zones .the inhibition zones diameter differ according to the used test
nature. Diameters varied between 9 and 18 mm and between 12 and 29 mm, registered
respectively with wells technique and disks technique. The spots technique gave less conclusive

results.

Key words: milk, camel, Pseudomonas fluorescens, Lactococcus lactis ssp .lactis, cheese, nisin.
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Introduction

Le lait est un fluide biologique complexe, sécrété par les mammiféres (RASOLOFO, 2010).
Il constitue un aliment important dans 1’alimentation quotidienne de I’homme vu sa composition
équilibrée en nutriments de base (protéines, lipides et glucides), sa richesse en calcium et son
apport non négligeable en vitamines (A, B2, B5 et B12) et en divers sels minéraux (OUALLI,
2003).

Le lait de chamelle, comme celui des autres mammiferes, est un milieu de composition
chimique et physique complexe permettant au chamelon de couvrir ses besoins énergétiques et
nutritionnels pendant la premiére étape de son existence (KAMOUN et RAMET, 1989). Il
posséde un certain nombre de particularités liées a sa composition physico-chimique, biochimique
et microbiologique. Parmi ces particularités, on signale sa teneur relativement élevée en vitamine
C et en niacine (vit. B3). Sa composition en éléments minéraux parait plus riche que celle du lait
de vache surtout en Calcium et en Potassium (SBOUI et al., 2009). L’activité antimicrobienne du
lait de chamelle est supérieure a celle du lait de référence (EL-AGAMY et al., 1992). Cette
activité est due a la présence de teneurs assez importantes en facteurs antimicrobiens tels que la
lactoferrine, le lysozyme, des immunoglobulines comparables a celles de I’étre humain... Le lait
camelin posséde par ailleurs, certaines propriétés thérapeutiques. Il renferme des teneurs assez
intéressantes en insuline (AGRAWAL et al ., 2004). Il ne contient pas de B-lactoglobuline,
protéine lactosérique représentant le principal allergéne chez le nourrisson. Il est ainsi utilisé
contre la tuberculose, le diabete juvénile (BEG et al., 1985), la constipation, ’asthme...
(YAGIL, 1987) et peut étre consomme par les personnes immunodéficients (AGRAWAL et al.,
2004).

La transformation du lait camelin est réputée difficile, notamment la fabrication fromagere et
beurriere. Des technologies modernes de transformation fromagére du lait de chamelle ont été
testées dans différents pays (Mauritanie, Tunisie, Arabie Saoudite, Jordanie) (FAYE, 1997). Des
mises au point de nouvelles techniques permettant de coaguler le lait de chamelle, offrira aux
¢leveurs camelins une opportunité intéressante de valoriser les excédents laitiers d”hivernage sous
forme de fromage (FAYE, 1998).

L’aptitude d’un lait a la transformation fromagére est étroitement liée a la nature de ses
constituants (GOURSAUD, 1985). L’inaptitude a la coagulation, due essentiellement a la
composition particuliére des micelles de caséines et a leur dimensions dont le diamétre moyen est
environ le double (300 pm) de celui du lait de vache (160 um), représente 1’une des contraintes

rencontrées lors de la transformation du lait camelin en fromage (FARAH et BACHMAN, 1987;
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JARDALLI, 1988; FARAH et RUEGG, 1989; JARDALI ET RAMET, 1991). De plus, comparé
au lait de la vache, le lait de chamelle est pauvre en k caséine, protéine responsable de la
consistance du coagulum. Son équilibre minéral, particulier, amplifie son inaptitude a la
coagulation (KAMOUN, 1995). KAMOUN et RAMET (1989), ont montré la possibilité de
transformer ce lait en fromage présentant une conservabilité satisfaisante a condition de tenir
compte des particularités inhérentes a sa composition physico- chimique. Plus récemment, des
travaux entrepris au niveau de I'université de Ouargla, ont montré que la substitution des enzymes
habituellement utilisées en fromagerie (présure commerciale), par des protéases gastriques issues
de caillettes de dromadaires adultes (4gés de 8 a 9 ans) permet d’améliorer I’aptitude du lait
camelin a la coagulation (SIBOUKEUR et al., 2005).

D’autre part, lors de la réfrigération du lait, des germes psychrotrophes sont susceptibles
de produire des enzymes lipolytiques et protéolytiques, a I’origine de mauvais goits dans les
fromages (des godts amers, des flaveurs non désirées et atypiques ...) (LE JAOUEN, 1993). Il
s’agit de micro-organismes présents dans le lait cru, ayant une aptitude a se développer a basse
température (8-4°C). Parmi cette flore, figure le genre Pseudomonas et plus particulierement
I'espece Pseudomonas fluorescens qui synthétise des protéases et des lipases exocellulaires
thermostables (LAW, 1979). Plusieurs auteurs ont rapporté les impacts de ces enzymes dans le lait
et les produits laitiers (FAIRBAIM et LAW, 1986 ; DEETH et al., 2002 ; NIELSEN, 2002).
PAQUET et al. (1987) ont rapporté que la production des protéases est corrélée avec la croissance
de Pseudomonas fluorescens dans les laits entreposés a 6 °C pendant trois jours. La protéolyse des
caseines augmente a mesure que la concentration de Ps. fluorescens augmente dans le lait
(RASOLOFO, 2010). La protéolyse est parfois a I’origine d’un défaut de saveur : ’amertume. Ce
défaut résulte de I’accumulation de peptides de petite taille, ayant une hydrophobicité élevée et
dont la partie C terminale est constituée soit d’un résidu leucine, phénylalanine ou tyrosine
(BROADBENT et al., 2002). Les lipases d’origines microbiennes permettent de transformer les
triglycérides en glycérides partiels (mono et diglycérides) et en acides gras (CHOISY et al.,1984).
A des températures inférieures a 10°C, la flore lactique du lait n’étant plus dominante, d’autres
micro-organismes considérés comme nuisibles en fromagerie tels que les psychrotrophes
deviennent dominants (LE JAOUEN, 1993). La flore lactique est un groupe hétérogene de
microorganismes produisant de 1’acide lactique comme produit principal du métabolisme. Elle
colonise de nombreux produits alimentaires comme le lait et ses produits (DORTU et
THONART, 2008). L’intérét des bactéries lactiques dans I’industrie agro-alimentaire réside
principalement dans leur capacité a transformer certains sucres en lactate et ainsi qu’a acidifier le

milieu environnant. Il s’agit d’une caractéristique utilisée dans de nombreux procédés de




transformation dont la fabrication fromagére (RAYNAUD, 2006). D’autre part, les bactéries
lactiques produisent de nombreux metabolites aux propriétés antimicrobiennes tels que les acides
organiques, le peroxyde d’hydrogene, le dioxyde de carbone, la reutérine, le diacétyl et les
bactériocines. Ces derniéres sont des peptides antimicrobiens inhibant la croissance de bactéries
d’altération ou pathogénes (DORTU et THONART, 2008).

Les bactériocines représentent un intérét dans la conservation des denrées alimentaires par
leur capacité a réguler la microflore existant dans les produits fermentés et inhibent la croissance
des germes pathogénes (DORTU et THONART, 2009). En agro-alimentaire seule la nisine issue
de Lactococcus lactis est autorisée comme additif alimentaire (E 234) depuis 1969 (OMS). Selon
la Generally Recognized As Safe (GRAS), la nisine posséderai un large spectre d'activité
antibactérienne, essentiellement dirigé contre les bactéries 8 GRAM positives. En 1951, la nisine
fut préconisée par HIRSCH afin d'éviter le gonflement de fromages a pate pressée cuite par
Clostridium tyrobuturicum, elle fut également utilisée dans la conservation de fromages fondus
(MCCLINTOCK, 1952), pour réduire ou méme supprimer I'emploi de conservateurs chimiques,
comme les nitrites. La nisine est efficace contre les germes pathogénes tels que Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium tyrobuturicum (KALCHAYANAND et al.,
2008). Les bactériocines peuvent étre appliquées sous une forme purifiée, semi-purifiée ou sous la
forme d’un concentré obtenu aprés fermentation d’un substrat alimentaire. Les bactéries
productrices peuvent également étre appliquées dans les produits alimentaires, la bactériocine sera
alors produite in situ (DORTU et THONART, 2009).

La présente étude a pour objectif de mettre en évidence I’effet antagoniste d’une souche
lactique bactériocinogéene contre une souche psychrotrophe contaminante du lait. Elle comporte 4

étapes essentielles:

- Isolement et identification d’une souche de Lactococcus lactis ssp. lactis a partir d’un fromage

frais fabriqué a partir de lait de chamelle : souche productrice de nisine.

- Isolement et identification de I’espeéce Pseudomonas fluorescens a partir du lait de chamelle

conservé a 4°C pendant 10 jours : bactérie cible de la nisine.
- Culture de la souche lactique en vue de produire la nisine.

- Etude de I’activité antibactérienne de la substance produite par Lactococcus lactis ssp. lactis

contre la souche cible Ps. Fluorescens.







Synthése bibliographique

I. Synthese bibliographique
1.1. Présentation du lait de chamelle

Le lait est le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d'une femelle laitiére bien
portante, bien nourrie et non surmenée. Il doit étre recueilli proprement et ne pas contenir de
colostrum (BOURGEOIS et LARPENT ,1996). Le lait camelin a un réle important pour la
nutrition humaine dans les zones arides et semi-arides. Il renferme tous les nutriments essentiels
qu’on trouve dans le lait bovin, en quantités équilibrées (EL-AGAMY, ABOU-SHLOUE et
ABDEL-KADER, 1998; KARUE, 1998).

1.1.1. Caractéristiques physico-chimiques du lait camelin

Du point du vue physico- chimique, le lait est un produit trés complexe. Les principales
propriétés physico-chimiques qui intéressent l'industrie laitiere sont la densité, le point de
congélation, l'acidité et le pH (VIGNOLA et al, 2002).

Le lait camelin, est généralement blanc et opaque, avec un goQt agréable (DILANY AN, 1959;
KHERASKOV, 1953; YAGIL & ETZION, 1980). Ce lait a un godt Iégerement sucré, parfois
piquant ou amer ou salé, selon la nature des plantes du désert ingérées par 1’animal (RAO,
GUPTA et DASTUR, 1970 ; KHASKHELLI et al, 2005). Le changement du golt peut également
étre du a la disponibilité de I’eau buvable (FARAH, 1996). Il peut se présenté sous forme
crémeux qu’on il est 1égérement agité (SHALASH, 1979). La densité moyenne du lait camelin
égale a de 1.029 (FARAH, 1996), le rend moins visqueux que le lait bovin (LALEYE, JOBE et
WASESA, 2008). Selon SIBOUKEUR (2007), sa densité a 15° C oscille entre 0,99 et 1,034,
contre 1,028 a 1,035 pour le lait bovin. Sa viscosité moyenne est égale a 2,2 centpoises.

Le pH du lait camelin frais se situe entre 6 ,5 et 6,7 (KHASKHELI et al, 2005; MEHAIA, et
al, 1979); un légére abaissement du pH a 6,4 (ABU-TARABOUSH et al. 1998; YAGIL,
SARAN, & ETZION, 1984) et 6,0 est aussi enregistré (EL-HADI SULIEMAN et al, 2006). Le
pH du lait camelin est similaire a celui du lait de brebis (YAGIL et al, 1984), mais un peu acide
par rapport a celui du lait bovin, ce dernier se situe entre 6,6 et 6,8 (SAWAYA et al, 1984).

Selon MOHAMED et al. (1995), WANGOH et al. (1998) et SMAIL (2002), le point de
congélation du lait camelin se situe entre-0,543 et -0,565. Cette valeur est susceptible de variation
selon la teneur en différentes composants du lait. L’acidité Dornic du lait dépend du nombre de
moles d’acides présents et est inversement proportionnelle a son pH (MATHIEU ,1998). Les

valeurs de ’acidité titrable exprimée en degré Dornic, du lait camelin varient d’un auteur a
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I’autre. Elle est de I’ordre de 15,6°D selon KAMOUN (1995) ; BADAOUI, (2000) et égale a
16+0 ,91 selon GUERRADI (1998).

1.1.2. Composition biochimique du lait de chamelle

La composition du lait camelin a été considérée comme la moins stable comparée a celle des
laits des autres especes, bovine en ’occurrence. La variation de la composition du lait camelin
peut étre attribuée a plusieurs facteurs, comme la localisation géographique, les conditions
alimentaires, la race, le stade et le rang de lactation (KHASKHELI et al, 2005). Le tableau ci-
dessous (tableau 1) illustre la composition biochimique globale du lait de chamelle selon différents
auteurs en comparaison avec celle du lait bovin.

D’apres le tableau, le lait de chamelle est presque similaire au lait bovin de par sa composition
en eau, en lactose, en protéines et en matiere séche totale. Cependant, il est moins riche en matiere
grasse que le lait de vache. Ce résultat est aussi signalé par CHILLIARD en (1989) et FAYE en
(1997). Les globules gras des lipides sont de trés petite taille, ce qui les rend trés digestes
(CHILLIARD, 1989). lls restent en suspension méme apres 24h au repos, contrairement au lait de
vache par exemple dans lequel ils constituent une couche grasse en surface au bout de quelques
heures. Par ailleurs, la matiére grasse du lait de chamelle est liée aux protéines. Tout ceci explique
la difficulté a baratter le lait de chamelle pour en extraire le beurre (FAYE, 1997). Les lipides du
lait de dromadaire ne contiennent presque pas d'acides gras a chaine courte, contrairement a ce qui
est observé chez les ruminants (vache, chevre, brebis, antilope...). Il est par contre riche en acides
gras insaturés (surtout linoléique et palmitoleique) et en acides gras essentiels, ce qui permet de
souligner encore son intérét nutritionnel pour le chamelon et le nomade (CHILLIARD, 1989).

Comparé au lait de la vache, Le lait de chamelle est pauvre en caséines, protéines responsables
de la consistance du lait coagulé, et son équilibre minéral particulier, amplifie son inaptitude a la
coagulation (KAMOUN, 1995).

Les caséines (CN) constituent la fraction protéinique majeure du lait. Elle varie entre 52 et 87
% des protéines totales du lait de chamelle (FARAG & KABARY, 1992; KHASKHEL.I et al,
2005; MEHAIA et al, 1995). Une particularité des caséines camelines est qu’elles sont
distribuées sous forme de micelles ayant un diamétre double de celui des micelles bovines
(FARAH et BACHMAN ,1987 ; JARDALI ,1988. FARAH et RUEGG ,1989 ; JARDALLI et
RAMET, 1991).
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Les acides aminés du lait camelin sont comparables a celles du lait bovin. Cependant, la glycine
et la cystéine qui sont significativement, moins fréquente dans la composition des caséines
camelines (FARAH & RUEGG, 1989).

Les protéines lactosériques camelines, solubles a pH 4.3, se caractérisent par I’absence de la -
lactoglobulines, comme dans le cas du le lait humain (EL-AGAMY et al, 2009). Le sérum du lait
camelin contient aussi d’autres composants importants tels que les immunoglobulines, le sérum
albumine, la lactoferrine, la lactopéroxydase, I’alactalbumine le composant 3 des protéose-
peptones... (FARAH, 1993; KAPPELER, HEUBERGER, FARAH et PUHAN, 2004; MERIN
etal, 2001).

Une richesse exceptionnelle en vitamine C (au moins 3 fois plus que dans le lait de vache) et
niacine (B3) caractérise ce lait. Il est également riche en thiamine, riboflavine, acide
pantothénique et vitamine B6. Il contient aussi un taux appréciable de vitamines B12 et A
(SAWAYA et al, 1984 ; FAYE, 1997 ; MOHAMED, 1999 ; FARAH etal, 1992; STAHL et al,
2006 ; HADDADIN et al, 2008).

Les principaux constituants minéraux du lait camelin sont le calcium, le phosphore, le
sodium, le potassium, le magnésium et le fer. Cependant en cas d’intoxication, des éléments traces
tels que le plomb, le nickel ou le chrome peuvent étre retrouvés dans le lait (FAYE, 1997). La
composition en minéraux du lait de chamelle est plus diversifiée que celle de lait de vache. Si les
taux en macro- éléments (Na, K, Ca, Mg...) sont pratiquement similaires dans les deux laits, cela
n’est pas le cas des oligo-éléments ou les teneurs en Fe, Cu, Mn, Pb et I, y sont particulierement
¢levées dans le lait d’origine cameline (SMAIL ,2002 ; MOUSSA ,2003).

1.1.3. Propriétés antimicrobiennes du lait de chamelle

Le lait de chamelle posséderait un effet antimicrobien contre les bactéries GRAM positive et
GRAM négative, parmi ces bactéries on trouve Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus et Salmonella typhimurium (BENKERROUM, MEKKAOUI,
BENNANI, & KAMAL, 2004; EL- AGAMY et al, 1992). Cette activité est attribuée a la
présence dans le lait de chamelle de substances antimicrobiennes telles que le lysozyme, le
peroxyde d’hydrogéne, la lactoferrine, la Lactoperoxydase et les immunoglobulines (EL-
AGAMY et al, 1992). L’activité antimicrobienne du lait de chamelle est en moyenne supérieure a

celle du lait de la vache (FAYE, 1997). La quantité de lysozyme, lactoferrine et
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immunoglobulines dans ce lait est supérieure a celle de lait bovin (BENKERROUM, 2008; EL-
AGAMY, 2000; KAPPELER et al, 1999; KONUSPAYEVA et al, 2007). Le lysozyme ou
muramidase, de masse moléculaire estimée en électrophorése a 14400 Da (EL-AGAMY et al,
1996), est thermostable, et hydrolyse les liaisons glycosidiques particuliéres de la paroi des
bactéries. Cette enzyme a un effet bactériolytique puissant (ANONYME 1,1995).

Tableau | : Composition biochimique globale (%) du lait de chamelle (d’aprés MIETTON et
al. (1994) cité par BENGANA, 2001).

Constituant
. Réferences . .

Espéce o ) Matiére Matiére .

bibliographiques Eau . Lactose Protéines
seche totale grasse
YAGIL et
88.28 | 11.72 3.81 2.83 3.82

ETIZON ,1980
SAWAYAcetal, 1984 | 88.10 | 11.90 4.40 3.60 2.95
ABDERAHIM, 1987 | 87.40 | 134 4.80 3.20 4.00
MEHAIA et al ,1988 91.25 | 8.75 451 1.00 3.24
FARAH et RUEGG,

Chamelle 87.80 |12.20 5.24 3.15 3.11
1989
ELAMIN et

88.33 | 10.95 4.16 3.15 2.81

WILCOX ,1992
ABU LEHIA 1994 | 87.85 |12.15 4.95 3.20 3.20
KAMOUN ,1994 88.22 |11.87 4.78 3.66 3.34
WINGOH etal ,1994 | 87.15 | 12.85 4.17 4.43 3.17
MEHAIAetal, 1995 | 89.32 | 10.68 4.44 2.84 2.60
MIETTON et al,|87.00 -

Vache 12.5-13.0 4 .80-5.00 | 3.40-4.40 | 2.90-3.50
1994 87.50

La lactoferrine est une glycoprotéine de masse moléculaire égale a environ 78000 Da. Elle
peut fixer le fer, et joue un role primordial dans 1’absorption intestinale du fer chez le nourrisson.
Cette glycoprotéine posséde une activité bactériostatique, en captant le fer nécessaire au
développement des microorganismes (MONARD et VERNERT, 1988 ; HURLEY et al. ,1993).
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La lactopéoxydase de masse moléculaire estimée a 78000 Da (EL AGAMY et al, 1996) est une
enzyme qui résiste au suc gastrique et tolere des pH acides. Elle est relativement thermostable,
entraine des lésions dans la membrane cytoplasmique des bactéries, causant des fuites d’ion
potassium, d’acides aminées et de polypeptides cellulaires, de plus les systéemes de transport
cellulaires sont inhibées, ainsi que la synthese des acides nucléiques ou des protéines (HASLAY
et LECLERC, 1993 ). Cette enzyme joue un rdle bactéricide en catalysant 1’oxydation par
I’H20,, de I’ion SCN™ provenant du catabolisme des acides aminés soufrés. L’ion OSCN™ produit
semble inactiver certaines bactéries sensibles (RIBADEAU et DUMAS, 1991). Elle présente une
activité bactériostatique contre les bactéries a GRAM positif et bactéricides contre les GRAM
négatif (EL AGAMY et al, 1992).

D’autre part, les bactériocines, parmi lesquelles la nisine produite par les lactocoques, sont des
protéines douées d’une activité bactéricide importante. Elles ont un effet inhibiteur sur la majorité
des germes pathogenes a GRAM positif (DE ROISSART et LUQUET, 1994).

D’autre glycoprotéines de poids moléculaire élevé, les immunoglobulines, présentes dans les
laits de toutes les especes et ayant pour la plupart une origine sanguine (DEWIT, 1998), protegent
le lait et le nourrisson contre les attaques microbiennes (LYDYARD et al. ,2002).

Le peroxyde d’hydrogéne a un effet toxique sur les bactéries pathogénes. Il est présent dans le
lait camelin et a un effet toxique sur les bactéries pathogenes. Il est présent dans le lait camelin a
une concentration de 10 m mole /I, il active le systéme (Lactoperoxydase Thiocyanate Peroxyde
d’hydrogene ou systéme LSP).

Une autre protéine douée d’une activité antimicrobienne, le composant 3- des protéose-
peptones (PP3). Ce composant présente deux variants genétiques A et B qui ont respectivement
137 et 122 résidus d’acides aminés et des PM estimés respectivement a 15 442 et 13 661 Da. Il se
trouverait au niveau du lait camelin a une teneur nettement plus élevée que celle rencontrée pour
le PP3 bovin (KAPPELER et al, 1999). Le composant 3- des protéose-peptones (PP3) a un effet
inhibiteur et sélectif contre les halophiles qui peut s’expliquer par le fait que ces bactéries se
développent dans le milieu hypersalé, le lait camelin de par sa composition et son godt souvent
salé semble présenter un milieu favorable au développement de ce groupe bactérien (KOUNIBA,
2002).

1.2. Conservation et transformation du lait de chamelle
1.2.1. Méthodes de conservation de lait de chamelle

Le lait est un bon milieu de croissance pour les microorganismes en raison de sa teneur en eau
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élevee, de son pH proche de la neutralité et de sa composition équilibrée en nutriments de base
(RASOLOFO, 2010). Un des soucis constants de I'hnomme a été de tenter de différer dans le
temps la consommation de ce lait en appliquant pour cela divers procédés de conservation
(RAMET, 1985).
1.2.1.1. Pasteurisation

La pasteurisation est le traitement thermique qui présente I’avantage de détruire la totalité des
germes pathogénes susceptibles de se trouver dans le lait et de réduire sa flore banale. Pour cela,
des barémes appropriés (température / temps de chauffage) ont été proposeés :
- Pasteurisation basse 63 °C pendant 30 minutes ;
- Pasteurisation haute (HTST) 72°C pendant 20 secondes (LUQUET et BOURDIER, 1991).

Si le procedé de pasteurisation est correctement applique, le lait sera exempt de bactéries
psychrotrophes a Gram négatif et de bactéries pathogenes principalement observées dans le lait
cru (RAY, 1996).

Seules les bacteries pathogénes sont detruites par la pasteurisation du lait, mais les toxines sont
trés résistantes aux traitements thermiques usuels. La pasteurisation ne permet donc pas d’éliminer
le risque d’intoxication. Les produits au lait cru et ceux pasteurisés restent sur un pied d’égalité vis
a vis du danger lié aux toxines staphylococciques (LARPENT ,1996).

Le traitement thermique le plus utilisé dans le cas de lait de chamelle est la pasteurisation
(CHAIBOU, 2005).

1.2.1.2. Stérilisation

La Stérilisation (120 a 140 °C pendant quelques secondes pour le lait et plus de 30 min pour les
conserves) vise a détruire toutes les bactéries et surtout les formes résistantes (spores). Le produit
est stable est conservable a température ambiante (SEBTI, 2000).

Pour la stérilisation commerciale du lait (UHT) ou la température peut atteindre jusqu’au
150°C, on vise la réduction des thermophiles dans le lait et mémes les formes sporulées.
Cependant, dans certains cas Le lait UHT, qui est un produit commercialement stérile, peut

contenir des spores viables de quelques bactéries thermoduriques (RAY, 1996).

1.2.1.3. Thermisation
La thermisation (traitement qui a lieu & 64°C pendant 15 a 20 secondes) est surtout utilisée

pour détruire les bactéries psychrotrophes, qui se développent dans un lait ayant subi, soit une
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réfrigération a la ferme, soit un stockage réfrigéré au niveau de la fromagerie. Ces bactéries
surtout les espéces des genres : Pseudomonas, Achromobacter et Flavobacterium produisent des
lipases et des protéases exocellulaires résistantes a la pasteurisation (72-74°C, 15-20 sec) et méme
a la stérilisation UHT (132°C, 1-2 sec) (LENOIR et al, 1983). La thermisation a aussi effet sur
les bactéries pathogénes et les bactéries mésophiles, comme elle peut diminuer la charge globale
en bactéries (SEBTI, 2000).

1.2.1.4. Réfrigération

La conservation a basse température réduit la croissance et ’activité des bactéries a 1’origine de
la dégradation et prolonge la durée de conservation du lait. La conservation a des températures en
dessous du minimum de croissance entraine une prolongation continue de la phase de latence
jusqu’a ce que la multiplication cesse et la croissance du microorganisme s’arréte (DOYLE et al,
1997).

D’autre part, aux températures comprises entre 0 et 10°C des changements mineurs dans les
conditions physico-chimiques ont de grands effets sur la croissance bactérienne (KORKEALA et
al, 1989). Toutefois la réfrigération ne tue pas ou n’élimine pas une contamination microbienne.
Elle permet de la croissance, le développement aux seuls microorganismes psychrophiles capables
de croitre sur le lait a des températures en dessous de 7°C (ASHIE et al, 1996). La réfrigération
du lait des la ferme et son stockage pendant un temps plus ou moins long sélectionne des bactéries
psychrotrophes qui peuvent devenir alors une flore dominante. Parmi ces bactéries le genre
Pseudomonas est le plus fréquent (MIRANDA et GRIPON, 1986).

1.2.1.5. Action du froid sur le lait

Le lait recueilli aprés la traite contient toujours des microorganismes dont le nombre et les
especes auxquels ils appartiennent sont tres variables. La présence inévitable de ces germes est
due a des contaminations d'origine intra-mammaire et extra-mammaire qu'il est nécessaire de
limiter le plus possible en raison du role néfaste qu'elles peuvent avoir sur la conservation du lait
et sur la qualité et le rendement des produits fabriques.

On connait depuis longtemps I'influence considérable de la température sur le développement
et l'activité des microorganismes et, en conséguence, son action utile ou nuisible sur la
conservation des aliments. En fonction des limites de température entre lesquelles proliférent les

microorganismes, on en distingue trois groupes (Tableau Il) :




Synthése bibliographique

Tableau Il : Classification des microorganismes en fonction de leur température de développement

Température de développement en °C

Microorganismes

Minimum Optimum Maximum
Psychrophiles -5 +5a+10 +20
Mésophiles +10 +30a+40 +45
Thermophiles +40 +50a+60 +75

Le maintien du lait au froid a essentiellement pour but darréter le développement des
microorganismes. Il constitue un traitement de stabilisation. Il ne peut ni améliorer la qualité
initiale du lait ni entrainer la mort des bactéries. Dans les limites courantes de température
auxquelles, en pratique, le lait peut étre soumis (entre 40°C et 3°C), on observe que la

prolifération microbienne diminue avec l'abaissement de la température, ainsi que le montre la

figure 01.

1.2.2. Flore psychrotrophe du lait
Les psychrotrophes sont les micro-organismes qui conservent une activité notable a des

températures inférieures ou égales a + 7°C (ROZIER ,1995 ; CATTEAU ,1999). D’aprés cette
définition, les bactéries psychrophiles appartiennent aussi au groupe des psychrotrophes, mais en

pratique les principales bactéries psychrotrophes d’intérét alimentaire sont mésophiles.
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Il faut noter que le monde des micro-organismes psychrotrophes ne se limite pas aux seules
bactéries, on rencontre aussi un nombre trés important d’espéce de micromycétes, agents de
I’altération au froid, des denrées alimentaires.

Les bactéries psychrotrophes du lait cru sont essentiellement des bactéries GRAM négatif, se
multipliant @ une température inférieure a 7°C et dont le genre le plus représentatif est
Pseudomonas (LAW, 1979).

Les bactéries psychrotrophes détectées dans le lait peuvent étre des bactéries a GRAM négatif
ou a GRAM npositif. Les bactéries a GRAM négatif sont les principaux psychrotrophes dans le lait
cru. Les Pseudomonas y représentent 51% des bactéries psychrotrophes (REINHEIMER et al,
1990). Les autres bactéries a GRAM négatif rencontrées dans le lait appartiennent aux genres,
Aeromonas, Alcaligenes, Chromobacterium et Flavobacterium (MIKOLAJCIK, 1979). Ces
bactéries sont responsables de la production de protéases et de lipases entrainant la détérioration
du lait (COUSIN, 1982). Les bactéries psychrotrophes a Gram positif sont également présentes
dans le lait, mais en plus faible nombre. Ces bactéries selles appartiennent aux genres
Arthrobacter, Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Lactobacillus, Sarcina, Staphylococcus et
Streptococcus. Les genres a GRAM positif dominants dans le lait sont : Arthrobacter et Bacillus.
Certaines bactéries a GRAM positif tels que les genres Bacillus et Clostridium, peuvent produire
des spores (GRIFFITHS ET PHILLIPS, 1990).

La contamination du lait par les bactéries psychrotrophes est essentiellement un probléme
d'hygiene. Ces germes sont largement disséminés dans la nature. Ce sont les hotes habituels du
sol, des plantes, des eaux et du fumier. Les eaux d'alimentation des fermes sont souvent tres
contaminées. Ils peuvent aussi étre véhiculés par un air chargé de poussiere de fourrage ou autres
aliments. Leur présence dans le lait cru est due a des pollutions dont I'importance dépend des
conditions de propreté de la traite et du matériel de collecte, de transfert et de
conservation du lait, de la qualité des eaux de nettoyage et de ringage, et du mode d'alimentation
de bétail (VERON, 1987).

Les bactéries psychrotrophes possédent une relative capacité de résistance au «stress froid»,
mettant en jeu des mécanismes dont les principaux sont la synthése d’enzymes adaptées a
fonctionner a basse température, 1’adaptation par la composition des membranes riches en acides
gras insaturés et la synthese de protéines « de choc thermique» (DRUESNE ,1996 ;
GOUNOT ,1991).
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A l'exception de quelques espéces thermorésistantes, les psychrotrophes sont détruits par la
pasteurisation a 74°C pendant 15 secondes, voire par une thermisation a 65°C pendant 20
secondes. Mais certaines produisent des enzymes qui résistent a des traitements thermiques élevés
de ’ordre de 90 a 100°C pendant plusieurs minutes.
1.2.2.1. Pseudomonas fluorescens

Dans la filiére laitiére, les Pseudomonas producteurs de pigments vert fluorescent abusivement
regroupées sous ’appellation « Pseudomonas fluorescens », sont considérés comme un probleme
majeur. Leur caractére psychrotrophe associé a la disparition de la flore compétitrice est tres
probablement responsable de leur émergence durant la conservation du lait a basse température
(PITON et RECHARD ,1986).

Le genre Pseudomonas regroupe plus de 140 espéces qui présentent les caractéres communes
suivantes : ce sont des bacilles de taille de 0.5- 1.0 x 1.5-5.0 um qui sont, la
plupart du temps mobiles grace a un ou plusieurs flagelles polaires. Ils réagissent négativement a
la coloration de GRAM et peuvent accumuler des réserves de poly- hydroxybutyrate. Aérobies,
elles possedent un métabolisme oxydatif et utilise alors 1’oxygéne comme accepteur final des
électrons. Cependant, quelques especes sont capables de se multiplier en anaérobiose en présence
de nitrate (chimio-organotrophes). La plupart sont incapables de se multiplier en milieu acide (pH
< 4.5). Enfin, ils peuvent étre oxydase (+) ou moins, mais sont toujours catalase (+).La
fluorescence de I’espéce Pseudomonas fluorescens est due a la production d'un pigment appelé
fluorescéine (pyoverdine) de couleur jaune a vert. Sa température de croissance optimale se situe
entre 25 et 30 °C. Sa croissance a 42 °C est negative : ce point est important pour la différencier
de Pseudomonas aeroginosa (LERICHE et al, 1999).

Les principaux caracteres physiologiques et biochimiques de I’identification des Pseudomonas

sont indiqués sur le tableau 111 (GUIRAUD, 2003).

1.2.2 .2. Impact des bactéries psychrotrophes dans le lait

La plupart des bactéries psychrotrophes ne causent pas de problemes dans le lait car elles sont
éliminées par la pasteurisation. Cependant, les enzymes des psychrotrophes (protéases et lipases)
sont thermorésistantes et ne sont pas dénaturées par la pasteurisation. Plusieurs auteurs ont
rapporté les impacts des enzymes des psychrotrophes dans le lait et les produits laitiers
(FAIRBAIM et LAW, 1986 ; DEETH et al, 2002 ; NIELSEN, 2002). Les Protéases des

bactéries psychrotrophes sont des enzymes exocellulaires et thermorésistantes, capables de
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dégrader les constituants du lait et d'occasionner des défauts en cours de stockage (MIRANDA et
GRIPON, 1986). La synthese de protéases exocellulaires par les bactéries psychrotrophes
s'effectue pendant la phase exponentielle de la courbe de croissance (ADAMS et al, 1975) et le
maximum de production a lieu en fin de phase exponentielle et au début de la phase stationnaire
(ROWE et GILMOUR, 1982). La plupart des protéases de bactéries psychrotrophes résistent aux
températures élevées et ne sont que partiellement détruites par différents traitements de
stérilisation UHT (120 a 150° C, 5 & 20 secondes) (ADAMS et al, 1975 ; ALICHANIDIS et
ANDREWS, 1977 ; TE WHAITI et FRYER, 1978 ; DRIESSEN, 1983). De nombreux travaux
ont établi une relation entre la présence de protéases thermostables de bactéries psychrotrophes et
I'altération de la durée de vie du lait UHT. Celle-ci se manifeste par lI'apparition de go(ts amers
(BENGTSOON et al, 1973 ; RICHARDSON et NEWSTEAD, 1979 ; Mc KELLAR et al,
1984) et de phénomeénes de gélification (ADAMS et al, 1976 ; BENGTSOON et al, 1973 ;
LAW et al, 1977 ; SNOEREN et al, 1979).Les protéases des bactéries psychrotrophes
interviennent également en fromagerie ou elles sont a l'origine de pertes d'azote dans le lactosérum
et de diminution du rendement fromager. Il a été montré que les protéases des bactéries
psychrotrophes peuvent provoquer une protéolyse incontr6lée des constituants du lait. Au cours
de leur activité, elles dégradent les protéines du lait a pH optimum situe entre 6,5 et 8,0
(MAYERHOFER etal, 1973 ; ADAMS et al, 1975 ; ALICHANIDIS et ANDREWS, 1977), ce
phénomene produit la libération de sous produits trés variés, dont les peptides a longues chaines
ou a courtes chaines et des acides aminés libres. Elles ont une action comparable a celle de la
présure. Elles attaquent préférentiellement la kappa- caséine, puis la B caséine et enfin la
asicaséine. Les protéines non dénaturées du lactosérum sont insensibles a 1’action de ces enzymes
(DE BEUCLAR et al ,1977). Les principaux microorganismes psychrotrophes protéolytiques

associés aux produits laitiers (VIGNOLA ,2002) sont les suivants:
-Pseudomonas sp.

-Bacillus sp.

-Clostridium sp.

-Flavobacterium sp.




Tableau 111 : Caractéristiques de principales espéces de Pseudomonas selon GUIRAUD (2003)
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-Alcaligenes sp.
-Levures et moisissures.

Certains microorganismes, grace a leurs lipases peuvent décomposer la matiere grasse et les
acides gras libres du lait, entrainant I’apparition des odeurs rances dans les produits laitiers. Les

principaux microorganismes psychrotrophes lipolytiques (VIGNOLA, 2002) sont les suivants:
-Pseudomonas sp.

-Bacillus sp.

- Clostridium sp.

-Levures et Moisissures.

Le tableau I'V récapitule les activités métaboliques et les dégradations d’origine microbienne dans
les produits laitiers.
1.2.3. Aptitude du lait de chamelle a la transformation en fromage

Le fromage, selon la norme Codex, est le produit affiné ou non affiné, de consistance molle
ou semi dure, dure ou extra dure qui peut étre enrobé et dans lequel le rapport protéines de
lactosérum/ caséines ne dépasse pas celui du lait (VIGNOLA et al, 2002 Le fromage est un mode
de conservation des deux principaux constituants insolubles du lait ,la caséines et la matiéere
grasse, et d'une partie plus ou moins importante de sels minéraux et des éléments solubles (DE
ROISSART ,1986).

Pour la fabrication du fromage trois étapes essentielles sont nécessaires : la coagulation de la
caséine qui conduit, a partir du lait, a la formation d'un caillé¢ ( sous I’effet d’une acidification par
la fermentation lactique et /ou par I’addition d’un agent coagulant enzymatique qui est la présure)
; I'égouttage , qui sert a séparer une partie plus ou moins importante de sérum pour obtenir une
caillebotte ; I'affinage de cette caillebotte, qui développe des saveurs et des textures originales,
sous I’influence des systémes enzymatiques présents a 1’origine dans le lait (enzymes endogenes )
ou des agents coagulants et des flores microbiennes d’intérét . Ce sont les différentes techniques
associées a chacune de ces trois étapes qui déterminent les différences entre les fromages
(VIGNOLA et al, 2002). Dans les traditions pastorales, le lait camelin est principalement réservé

a l'alimentation du jeune dromadaire et a celle de ’homme. Ce lait, est le plus souvent bu
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immédiatement apres la traite. Il peut étre également consommé sous forme de laits fermentés

obtenus par acidification lactique naturelle pendant quelques heures dans des récipients en peau ou
en terre cuite (RAMET, 1987; RAMET, 1989 ; YAGIL, 1982).

Tableau IV : Activités métaboliques et dégradations d’origine microbienne dans les produits
laitiers (VIGNOLA, 2002)

Action Composantes | Réaction Produits de | Microorganisme
microbienne répercussion responsables
Protéolyse Protéines
(protéases) - acides aminés ou
l dérivés, composés -bactéries sporulées
peptides soufrés,  composés | (thermophiles ou
longs ammoniacaux, mésophiles)
(amertume) | polypeptides. -Bacillus
-Clostridium
protéines -amertume, go(t de | -Pseudomonas
peptides fruits, de vanille ou | -Flavobacterium
courts de malt dans le lait. -Alcaligenes
-Levures et
-amertume, flaveurs | moisissures
inhabituelles et perte
Acides e rendement dans les
aminés fromages
Lipolyse Lipides
(lipase) l -Rancidité des | -bactéries sporulées
produits laitiers. (thermophiles ou
Lipides Glycerol mésophiles)
+acides gras | -odeurs butyriques -Bacillus
libres -Clostridium
-Pseudomonas
-Levures et
moisissures
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Le lait camelin a constitué depuis des temps tres lointains un produit nourricier de la population
nomade qui le consomme a I’ état frais ou fermenté (RAMET ,1994 ; KIHAL ,1999).

La transformation du lait de dromadaire en produits dérivés de type fromage est réputée trés
difficile, voire impossible. Il n'existe pas de tradition fromagere exploitant le lait de dromadaire,
situation tout a fait surprenante et exceptionnelle au regard de la plupart des systémes pastoraux
qui ont trés souvent développé un ou plusieurs types de fromages originaux. Ce constat peut étre
expliqué par certains interdits culturels et locaux qui limitent la consommation du lait camelin a la
forme boisson et en excluent toute possibilité de négoce. 11 est probable également que le caractére
trés altérable de la plupart des fromages en climat chaud, n'a pas favorisé la création de courants
d'échanges entre des populations par ailleurs isolées et souvent enclavees, comme cela existe pour
d'autres produits moins périssables (DICKSON, 1951; GAST et al, 1969; YAGIL, 1982;
WILSON, 1984).

Outre les causes culturelles précitées, il apparait également que, du point de vue technologique,
le lait de dromadaire est plus difficile a transformer que le lait des autres especes animales
domestiques. L'étude bibliographique indique que seuls quelques rares fromages sont fabriqués en
Ahaggar et dans la péninsule du Sinai, par séparation des protéines de lait préalablement
insolubilisées par acidification (GAST et al, 1969 ; YAGIL, 1982). Le fromage ainsi obtenu se
présente sous forme d'une pate humide présentant les caractéristiques des fromages frais. Il s'agit
d'un produit altérable en raison d’une forte teneur en eau. Il doit étre consomme rapidement.
Toutefois, par salage et séchage naturel au vent et au soleil, il est possible de prolonger
considérablement la conservation du produit et de la porter a plusieurs mois. La transformation de
lait de chamelle en fromage présente des difficultés ayant pour origine une teneur réduite en
caseéine Kappa et une aptitude trés limitée a l'acidification et a la coagulation enzymatique
(RAMET, 2003).

Ces fromages frais, éventuellement séchés, ne correspondent pas a la définition vraie du
fromage qui fait intervenir, dés le début de la fabrication lors de la coagulation, une action
plus ou moins importante d'une enzyme coagulante conjointement a l'acidification par voie
fermentaire (RAMET, 1985). De plus, une caractéristique originale des caséines camelines est
qu'elles se trouvent sous forme de micelles de grande taille dont le diametre moyen est environ le
double (300 um) de celui du lait de vache (160 um) (FARAH et BACHMAN, 1987; JARDALI,
1988; FARAH ET RUEGG, 1989; JARDALI et RAMET, 1991).
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Parmi les différentes méthodes de corrections proposées, le mélange de lait caséineux
provenant d’autres espéces (ovins, bovins) permet de renforcer D’aptitude fromagere.
L’expérimentation confirme, en particulier, I’intérét d’utiliser le lait de brebis en quantités
limitées (10 a 30 pour cent du mélange) pour améliorer considérablement les modalités de la
coagulation et de I’égouttage, ainsi que les rendements fromagers (RAMET, 2003). D’autres
travaux réalisés en Egypte (EL-ABASSY, 1987; EL-BATAWY et al, 1987) ont montré que la
pepsine provenant de l'estomac de dromadaire adulte pouvait étre utilisée pour produire une
préparation coagulante dans des conditions acceptables d'activité et de stabilité.

Plus récemment, des études ont été réalisées au niveau des laboratoires de l'université
KASDI MERBAH a Ouargla dans le but d’améliorer la coagulabilit¢ du lait camelin
(SIBOUKEUR et al., 2005; MAHBOUB et al., 2010). Les résultats obtenus ont été tres
satisfaisants. Le fromage fabriqué a présenté une bonne consistance et une qualité

organoleptique satisfaisante (BOUDJENAH-HAROUN et al., accepté sous presse).

1.2.4. Bacteéries lactiques et fabrication du fromage

Les bactéries lactiques sont des cellules procaryotes, hétérotrophes et chimio-organotrophes
qui partagent les caractéristiques communes suivantes (DELLAGLIO et al, 1994). Elles sont
GRAM +, généralement immobiles et asporulées, micro-aérophiles. Du point de vue enzymatique,
elles ne possedent ni catalase (certaines souches ont une pseudo-catalase), ni nitrate réductase, ni
cytochrome oxydase. Elles ne liquéfient pas la gélatine, ne produisent pas d'indole, ni d'hydrogene
sulfureux. Quelques espéces hydrolysent faiblement la caséine. En outre, elles ont des exigences
nutritionnelles complexes envers les acides amines, les peptides, les vitamines, les sels, les acides
gras et les glucides fermentescibles. 11 est possible de les classer suivant la nature des produits
obtenus a partir des glucides : en bactéries homolactiques strictes produisant uniquement de l'acide
lactique et en bactéries hétérolactiques facultatives produisant un mélange d'acides, lactique et
acetique. Les bactéries hétérolactiques strictes produisent de I'éthanol ou du CO,, en plus des
acides lactique et acetique. Certaines souches ou certaines especes peuvent également produire des
acides, formique et succinique. Les bactéries lactiques appartiennent aux douze genres suivants :
Streptococcus, Vagococcus, Enterococcus, Pediococcus, Aerococcus, Tetragenoccus,

Leuconostoc, Lactobacillus, Carnobacterium, Atopobium, Lactococcus et Bifidobacterium.
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1.2.4.1. Lactococcus lactis

Les bactéries appartenant au genre Lactococcus se présentent sous forme de coques
rassemblées en chaines de longueur variable. Elles appartiennent au groupe N de la classification
de Lancefield. Elles sont faiblement a-hémolytiques et non p-hémolytiques (DELLAGLIO et al,
1994).

Les lactocoques ont une température de croissance minimale inférieure a 10°C, et une
température de croissance optimale de 30°C. Ces bactéries sont thermosensibles, et ne peuvent pas
croitre en présence de 6.5% de Na CI, ou lorsque le pH est supérieur a 9,6. Elles ont un
métabolisme homofermentaire et produisent exclusivement de l'acide lactique L (+) (TEUBER et
al, 1992 ; DELLAGLIO et al, 1994).

Le genre Lactococcus comporte plusieurs especes et sous espéces. Pour la fabrication
fromagere (cheddar, fromage frais ...) ou la fermentation de la créme, les trois especes suivantes
sont utilisées : Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactococcus lactis
ssp .lactis biovar diacetylactis (TEUBER et al, 1992). Ces sous-especes et biovariants se
différencient selon certains caractéres biochimiques, telle la production de diacétyle a partir du
citrate, la désamination de l'arginine, la capacité a croitre en présence de 4.5% de sel, a pH 9,2 et a
40° C. Le tableau VI indique les principaux caractéres d’identification des lactocoques
(GUIRAUD, 2003).

Les deux sous espéces de Lc. lactis: Lc.lactis ssp. lactis et Lc. lactis ssp. cremoris se
distinguent essentiellement par leur capacité acidifiante et leur sensibilité a la température. La
sous- espéce Lc. lactis ssp. cremoris est incapable de pousser au- dessus de 37°C. Le biovar Lc.
lactis ssp .lactis var diacetylactis, utilise le citrate, produit du diacétyle, de 1’acétoine et du CO;
(CHAMBA ,2000).

e Habitat

Les bactéries du genre Lactococcus sont les bactéries lactiques les plus importantes d'un point
de vue commercial. Les habitats les plus importants des lactoccoques demeurent le lait, les laits
fermentés ainsi que les fromages ou ils constituent la flore dominante. Cependant, on peut
également les isoler des plantes (SANDINE et al ,1972) ainsi que de la peau de certains animaux,
et il semble que la contamination qui a lieu au cours de la traite ait pour origine principale le
fourrage (RAUNAUD ,2006).
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1.2.4.2. Rdle de Lactococcus lactis dans la fabrication du fromage

Lactococcus lactis est la seule espéce de lactocoques utilisée industriellement en
fromagerie (HOLLER et STEELE, 1995). Le groupe des levains mésophiles, auquel les
lactocoques appartiennent, est le premier a avoir fait 1’objet de sélection et de production pour
I’industrie laitiére. Les souches sont sélectionnées pour leur aptitude a acidifier le lait, a travers
leur métabolisme homofermentaire, et a produire des ardmes. Les lactocoques sont utilisés dans la
mayjorité des technologies fromageéres ou ils peuvent constituer le seul ensemencement en bactéries
lactigues (CHAMBA ,2000). La fabrication d’un fromage résulte d’un ensemble de phénomeénes
physico-chimiques et biochimiques de transformation du lait par une flore microbienne et/ou par
I’action de présure. Les levains lactiques sont capables de fermenter les sucres en lactate
entrainant la coagulation du lait, mais également de produire de nombreux autres composés
comme des polysaccharides, des ardbmes ou encore des agents antibactériens (bactériocines).
Ainsi, les fonctions technologiques résultant de 1’action de ces micro-organismes touchent aussi
bien la texture que les aspects organoleptiques, nutritionnels et sanitaires du produit fini, ainsi que
sa conservation (RAYNAUD ,2006).

1.3. Bactériocines

Les bactériocines sont définies comme des molécules sécrétées par les bactéries, de nature
protéique ou peptidiques et douées d'une activité antagoniste vis-a-vis des souches
phylogénétiquement proches des souches productrices. Leur synthése par voie ribosomique, les
différencie des antibiotiques de nature peptidique provenant de I'assemblage enzymatique d'acides
amineés libres (CENATIEMPO et al, 1996). Deux grands groupes de bactériocines peuvent étre
distingués avec, d'une part, les bactériocines produites par des bactéries a GRAM négatif,
principalement représentées par les colicines et les microcines, et d'autre part, celles produites par
les bactéries a GRAM positif, et notamment les bactériocines de bactéries lactiques
(MORISSET ,2003). La découverte des bactériocines remonte a 1925 quand GRATIA appela
"colicines" des substances antibactériennes sécretées par E. coli ¢ active contre E. coli V. Des
substances semblables sécrétées par des bactéries 8 GRAM positif ont été découvertes. Elles ont
été appelées « bactériocines ». Il a été rapporté pour la premiere fois par ROGERS en 1928,
qu'une substance antimicrobienne produite par Lactococcus lactis ssp. lactis avait une activité

inhibitrice sur Lactobacillus delbruckii ssp. bulgaricus.
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La nature protéique de cette substance a été identifiée par HIRCH en 1951 qui I'appela nisine.
"n" désigne les streptocoques de groupe N selon la classification de Lancefield (1993). "is" est
l'abréviation de « Inhibitory Substances » et "ine" désigne une bactériocine (DE VUYST et
VANDAMME ,1994) cité par (DAOUDI, 2000). La production d'une bactériocine peut étre
considérée comme une facon d'éliminer des bactéries envahissantes qui font compétition a la
bactérie productrice pour les nutriments. Le spectre d'activité d'une bactériocine se définit comme
étant la diversité des bactéries sensibles a l'action bactéricide ou bactériostatique du peptide. On a
d'abord attribué aux bactériocines un spectre d'activité limité aux bactéries taxinomiquement
proches de la bactérie productrice. Certaines bactériocines possédent un large spectre d'activité qui
inclut des bactéries éloignées au point de vue phylogénétiqgue (LACHANCE, 2000). Des criteres
ont été établis pour définir les bactériocines

e Ce sont des protéines Elles ont une activité bactéricide et pas seulement bactériostatique ;

e Elles ont des sites de liaisons spécifiques dans la membrane des bactéries cibles ;

e leur synthése est associée a la synthése d'une protéine d'immunité qui évite de provoquer la
mort de la cellule excrétrice ;

e elles ont un spectre d'activité étroit (TROUPEL, 2007).

1.3.1. Bactériocines des bactéries lactiques

Depuis des temps immémoriaux les bactéries lactiques (BL) ont été utilisés comme ferments
dans les aliments en vue de leur conservation. Vu les réglementations imposées aujourd'hui
concernant l'utilisation de certaines substances chimiques non désirables dans les aliments, il y a
eu un intérét de plus en plus élevé vers l'utilisation des produits naturels comme industriels. Il a
été montré que les BL ont 1a capacité de produire des acides organiques, tel l'acide lactique, de
tolérer les milieux a faibles pH (TRAMER, 1961), de produire du peroxyde d'hydrogene
(WHEARER et al, 1952) ainsi que des substances antibactériennes appelées bactériocines
(KLAENHAMMER, 1988). La production de bactériocines a été mise en évidence chez tous les
genres de bactéries lactiques. Cependant les caractéristiques chimiques, biochimiques et
génetiques de la plupart de ces substances ne sont pas encore bien élucidée (DE VUYST et
VANDAMME, 1991).
1.3.1.1. Classification des bactériocines des bactéries lactiques

La premiére classification fut élaborée par KLAENHAMMER en 1988. Elle séparait les
bactériocines des bactéries lactiques en deux groupes, selon I'étendue de leur spectre d'inhibition.

Cette classification fut réactualisée en 1993, suite au développement des méthodes biochimiques
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Tableau V : Caractéristiques des genres Enterococcus, Lactococcus et Streptococcus (GUIRAUD, 2003)
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et génétiques, se basant alors sur la structure et le mode d'action des bactériocines (HENG et
TAGG, 2006) (Tableau VI). Les bactériocines des BL peuvent étre subdivisées en trois classes
selon leur structure primaire, leur poids moléculaire et leur stabilité a la chaleur (DE VUYST et
VANDAMME, 1994) cité par DAOUDI (2000) :

Les Lantibiotiques : ce sont de petites molécules (entre 19 et 37 acides aminées) stables a la
chaleur. Dans cette classe on retrouve la nisine, la lacticine 481, la lactocine S et la carnocine U
149 (fig.1).

Les non-lantibiotiques de faible poids moléculaire : ce sont des bactériocines de poids
moléculaire inférieur a 15000 et stables a la chaleur (entre 30 min. a 100°C et 15 min. a 121°C),
Cette classe regroupe la diplococcine, la lactococcine A, la lactocine 27, la lactacine B et F, la
sakacine A, la pédiocine PA -1, la leucocine A-UAL 187 et enfin les carnobactériocines.

Les non-lantibiotiques de haut poids moléculaire : ce sont des bactériocines de poids
moléculaire supérieur a 15 000 et sensibles a la chaleur (inactivées entre 10 & 15 min. a 60-

100°C). On y retrouve I'helvéticine J, I'acidophilucine A, la lacticine A et B et la caseicine 80.

Tableau VI : Classification des bactériocines des bactéries lactiques (HENG et TAGG, 2006)

Classes Sous-classes

Contiennent des lanthionines et des p-méthyl- lanthionines
la: molécules linéaires
Classe I- Lantibiotiques Ib : bactériocines globulaires

Ic : bactériocines composées de plusieurs peptides

lla : bactériocines apparentées a la pédiocine
Ib : peptides de type divers

Classe I1- Peptides non modifiés lic : bactériocines composées de plusieurs peptides

llla : bactériocines bactériolytiques

IlIb : peptides non lytiques
Classe Il1- Protéines de poids moléculaire élevé
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1.3.1.2. Intéréts des bactériocines

Dans leur grande majorité, les bactériocines peptidiques de bactéries lactiques sont
thermorésistantes (120°C pendant 10 minutes), stables dans des zones de pH de 3 a 8 et sensibles a
I’action d’enzymes protéolytiques (présentes dans le tractus intestinal). De plus, contrairement a
certains autres peptides antimicrobiens d’invertébrés et vertébrés, elles ne montrent pas d’activité
hémolytique vis a vis des cellules eucaryotes (NES et HOLO, 2000).

Parmi les applications réelles ou envisagées pour les bactériocines de bactéries lactiques, on
peut citer I’utilisation de ferments producteurs de bactériocines dans 1’industrie laitiére (cependant
peu de ferments de ce type sont utilisés) (CLEVELAND et al, 2001). La fixation des
bactériocines sur des polymeéres pour 1I’emballage d’aliments pourrait aussi étre un mode de
conservation des aliments (SEBTI et al, 2002).

Différentes bactériocines trouvent des applications dans les domaines, médicaux et vétérinaires.
Par exemple, la nisine a fait I’objet d’un brevet (BLACKBURN et PROJAN, 1994) quant a son
utilisation dans la prévention et le traitement d’ulcére causé par Helicobacter pylori .Elle est, de
plus, connue pour étre un agent thérapeutique potentiel des mastites bovines, et est déja utilisée
comme agent prophylactique. Différentes études ont été réalisées sur 1’utilisation de la nisine en
solution buccale. Elle a démontré une action préventive contre la plaque dentaire et les

inflammations gingivales chez le chien (HOWELL et al, 1993).
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Figure 2 : Structure de quelques bactériocines des bactéries lactiques (les lantibiotiques).
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1.3.2. Production et conditionnement des bactériocines
1.3.2.1. Production des bactériocines

Les bactériocines sont généralement produites a la fin de la phase exponentielle et au début de
la phase stationnaire de croissance. Elles peuvent ensuite étre dégradées par les protéases
produites par la bactérie lactique productrice (SAVIJOKI et al, 2006) ou étre adsorbées a sa
surface ce qui méne a la baisse de la concentration de bactériocines dans la culture. Les facteurs
influencant la production de bactériocines sont principalement la souche productrice, la
température, le pH, la composition du milieu et la technologie de fermentation employée
(DORTU et THONART, 2008).

La composition du milieu, tout particulierement les sources et concentrations de carbone et
azote, affectent fortement la production de bactériocines. Les bactéries lactiques productrices
requiérent de nombreux nutriments pour leur croissance et des milieux riches, contenant de
I’extrait de viande, de levure et des hydrolysats de protéines, sont nécessaires. Il a déja été montré
que I’augmentation des concentrations en extrait de levure, extrait de viande ou peptone peut
permettre une augmentation de la production de bactériocines (AASEN et al, 2000 ; NEL et al,
2001 ; MATARAGAS et al, 2004 ; TODOROV et al, 2004 ; VERLUYTEN et al, 2004).

D’autre part, quelques études ont montré que la source de carbone utilisée et sa concentration
est un facteur important dans 1’optimisation de la production de bactériocines (LEAL-SANCHEZ
et al, 2002 ; LEROQY et al, 2006 ; CHEN et al, 2007 ; ANASTASIADOU et al, 2008). L’ajout de
ces nutriments lors d’une culture Fed-batch permet souvent d’augmenter la production
comparativement a une culture en batch (CALLEWAERT et al, 2000 ; GUERRA et al, 2005 ;
Lv. et al, 2005).

L’utilisation de la technique des cellules immobilisées peut permettre d’augmenter la durée et
la stabilité de la production de bactériocines. Les cellules peuvent étre immobilisées dans des
biofilms ou des billes d’alginates de calcium. Cette technique a déja été utilisée avec succes pour
la lacticine 3147 et la nisine (SCANNELL et al, 2000 ; PONGTHARANGKUL et al, 2006).

1.3.2.2. Conditionnement des bactériocines

Il est trés difficile de conditionner les bactériocines sous une forme purifiée. Leur purification
est une procédure longue et coliteuse qui nécessite la mise en ceuvre de nombreuses techniques a
savoir une précipitation des protéines au sulfate d’ammonium, différentes combinaisons de

chromatographies sur colonne telles que des échanges d’ions ou des interactions hydrophobes et
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une étape finale de chromatographie liquide a haute performance en phase inverse. Ces traitements
ne sont pas applicables a 1’échelle industrielle. La stratégie souvent mise en ceuvre consiste dés
lors de I’adsorption de la bactériocine sur la cellule productrice, en une centrifugation ou une
ultrafiltration de la culture et une désorption de la bactériocine par abaissement du pH a 2 et
augmentation de la concentration en chlorure de sodium. Les bactériocines semi-purifiées peuvent
alors étre conditionnées sous forme seche par atomisation ou lyophilisation par exemple
(PARENTE et al, 1999). La nisine, la seule bactériocine légalement approuvée comme additif

alimentaire, est commercialisée sous une forme semi-purifiée (DORTU, 2008).

1.3.3. Mode d’utilisation des bactériocines
Les bactériocines peuvent étre utilisées dans les aliments selon trois procédeés :

- inoculation de la souche productrice de bactériocine dans le produit : si la bactérie lactique
est naturellement présente dans le produit alors dans ce cas elle se développe normalement et
produit la substance inhibitrice au cours de sa phase exponentielle de croissance. Si au contraire, il
faut implanter la souche productrice, le succés de I’opération dépend de la capacité de la souche a
se developper et a produire la bactériocine dans un environnement nouveau. Les conditions de
culture (température, pH, aw, exigences nutritionnelles dans 1’aliment) peuvent ne pas convenir au
développement du microorganisme souhaité ;

- utilisation d’une préparation semi-purifiée de bactériocine : le plus souvent, il s’agit du
milieu de culture fermenté débarrassé des cellules bactériennes ;

- utilisation de la bactériocine pure : dans ce cas, la bactériocine n’est pas accompagnée de
substances nuisibles au procédé de fabrication ou a I’obtention du produit souhaité (METIVIER

1997)

1.3.4 .Lanisine

La nisine est un agent antimicrobien produit par quelques souches de Lc. lactis sp. Elle
appartient au groupe des bactériocines définies par TAGG et al, (1976) comme des composes
protéiques ayant une activité inhibitrice contre des souches phylogénétiquement proches de la
souche productrice. De nombreuses bactériocines répondent a cette définition mais certaines
d’entre elles présentent un spectre d’activité¢ plus large, s’étendant a des souches plus éloignées
(KLAENHAMMER, 1993). La nisine fut découverte en 1928 par ROGERS lorsqu’il s’apergut
qu’un métabolite produit par Streptococcus lactis (Lc. lactis dans la nouvelle nomenclature)

possédait une activité inhibitrice contre d’autres bactéries lactiques.
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La nisine appartient a la classe | des bactériocines (KLAENHAMMER, 1993). Cette classe
regroupe les composés protéiques d’une taille inférieure a 5 k Da et contenant les acides aminés
modifiés thioéther lanthionine et méthyl-lanthionine et des acides aminés deshydratés tels que le
didéshydrobutyrine (Dhb) et didéshydroalanine (Dha). Le terme lantibiotique (par contraction des

mots lanthionine et antibiotique) leur est généralement réservé (SAHL et al, 1998).

1.3.4.1. Structure et propriétés physico-chimiques

La nisine est un peptide de 3488 Da constitué de 34 acides aminés dont la structure est
représentée dans la figure 3. Les molécules de nisine peuvent s’assembler en dimeres ou en
oligomeres de 7000 a 14000 Da (KLAENHAMMER, 1993) via des réactions intermoléculaires
entre les résidus Dha et Dhb. La conformation en anneaux des lanthionines assurerait la rigidité du
peptide, diminuerait sa sensibilité a la protéolyse et augmenterait sa résistance a la chaleur (Mc
AULIFFE et al, 2001). MULDERS et al, (1991) ont isolé un variant naturel de la nisine A, la
nisine Z, qui différe par un acide aminé en position 27. La spécificité de 1’activité antimicrobienne
des deux variants est identique. Cependant, des tests d’activité menés par la technique de diffusion
en gélose et des concentrations en bactériocines supérieures a 0.1 pg/ml ont montré que la nisine
A donnait des zones d’inhibition d’un diamétre inférieur a celles de la nisine Z a concentrations
identiques (DE VOS et al, 1993). Cette différence s’explique par une meilleure diffusion de la
nisine Z dans ’agar (DE VOS et al, 1993). La solubilité de la nisine est fonction du pH et de la
force ionique de la solution (ROLLEMA et al, 1995). Au dessous de pH 5, la nisine A présente
une solubilité supérieure a celle de la nisine Z. Dans des conditions de pH neutre ou basique, la
solubilité des deux variants est comparable (ROLLEMA et al, 1995). Le pH influence de fagon
importante la
stabilité de la nisine a la température (HURST, 1981 ; ROLLEMA et al, 1995). La nisine
dans une solution a pH 5.0 et 6.8 perd respectivement 40 et plus de 90 % de son activité apres un
autoclavage a 115.6°C, alors qu’a pH 2 aucune diminution de ’activité n’est observée (HURST,
1998).
1.3.4.2. Biosynthése de la nisine

Les bactériocines sont directement produites par la voie ribosomique, sous la forme de
polypeptide ou de prépeptide, contrairement aux antibiotiques ou aux toxines qui sont plutét

syntheétises par des cascades enzymatiques (JACK et al, 1995).Trois classes de transposons d’une
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Nisin A

Asparagine au lieu de I'histidine

pour la nisine Z

Figure 3 : Structure de la nisine A et de la nisine Z (Mc AULIFFE et al, 2001).

taille de 70 kb contenant les genes responsables de la synthése de nisine ont été identifiés chez Lc.
lactis sp. (RAUCH et al, 1994). Les classes | et 1l regroupent les transposons conjugatifs portant
respectivement les genes nisA et nisZ codant pour le prépeptide de la nisine A et Z. Les membres
de la classe Il contiennent le gene nisZ et sont non conjugatifs. Les transposons portent également
les génes des protéines impliquées dans les modifications post-traductionnelles du prépeptide
(nisB, nisC et nisP), la sécrétion du peptide mature (nisT), de I’immunité de la souche productrice
a la bactériocine (nisl, nisF, niskE et nisG) et des facteurs de régulation de la transcription (nisK et
nisR) (KLEEREBEZEM et al, 2001). Les bactéries productrices possedent un géne qui leur
confere une immunité contre l'action de leur propre bactériocine (DRIDER et al, 2006 ;
RECHARD et SAHL 2002; NES et al, 1996). La biosynthése des bactériocines est grandement
influencée par différents facteurs tels que le milieu de culture, la température et le pH (AUDISIO
et al. 2001 ; TODOROV et DICK 2006). De plus, KLEEREBEZEM (2004) a suggéré que la
biosynthése de la nisine chez certaines bactéries pouvait étre auto-régulée par un phénomeéne de
détection du quorum (en anglais, «Quorum Sensing »), c'est-a-dire que la transcription des genes
de biosynthése serait dépendante du niveau de la densité cellulaire bactérienne dans le milieu.
D'autres auteurs ont récemment publié des résultats démontrant aussi I'importance du Quorum
Sensing lors de la biosynthése des bactériocines (PETERSEN et al, 2006; PLOEG, 2005).
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1.3.4.3. Spectre d’activité

La nisine posséde une action inhibitrice sur les bactéries 8 GRAM positif. Parmi toutes les
bactériocines, la nisine posseéde un spectre d’activité trés large incluant des souches de
Lactococcus, Lactobacillus, Listeria, Enterococcus, Micrococcus, Pediococcus et
Staphylococcus ainsi que des cellules végétatives et des spores de Clostridium et Bacillus
(MEGHROUS et al, 1999).

Dans des conditions normales, les bactériocines produites par des bactéries a GRAM positif
n’ont pas d’effet bactéricide sur des espéces a GRAM négatif. Cependant, la nisine présente une
activité inhibitrice contre des souches d’ Helicobacter pylori et de Neisseria (MOTA-MEIRA et
al, 2000) et de Salmonella en présence d’EDTA (STEVENS et al, 1991). Il est connu depuis
longtemps que les bactéries 8 GRAM négatif ne sont pas affectées par la nisine. STEVENS et al.
(1991) ont confirmé les résultats obtenus par BLACKBURN et al. (1989) sur l'inhibition des
especes de Salmonella et dautres bactéries a GRAM négatif. L'effet bactéricide d'une
combinaison de nisine (0.1 a 300 Ul/ m) avec un agent chélateur comme ’EDTA (0.1 a 20 mM)
sur les bactéries a GRAM négatif incluant les espéces de Salmonella, E. coli et Pseudomonas, a
été demontré. Cette combinaison fragilise et désorganise la membrane externe de ces bactéries et
permet a la nisine d'étre en contact avec leur membrane cytoplasmique pour la déstabiliser
(STEVENS et al, 1992).

1.3.4.4. Mode d’action

La premiére cible de la nisine se situe au niveau de la membrane cytoplasmique des souches
sensibles (SAHL et al, 1998). Des deux modéles proposés dans la littérature pour expliquer la
formation des pores transmembranaires par la nisine, celui de DRIESSEN et al. (1995) et VAN
DEN HOOVEN et al. (1996) est généralement retenu (SAHL et al, 1998).modele est représenté
par la figure 4. Les forces d’attraction électrostatiques entre les charges négatives des tétes
phospholipidiques de la membrane et les charges positives des résidus de lysine de I’extrémité C-
terminale de la nisine seraient a I’origine des interactions entre les molécules de nisine et la
membrane (BREUKINK et al, 1998). Le caractére amphiphile de la nisine lui permettrait ensuite
de s’insérer dans le feuillet externe de la bicouche lipidiqgue (VAN DEN HOOVEN et al, 1996).
L’accumulation de plusieurs molécules de nisine au méme point conduirait a la formation d’un
pore. Tout en restant attachées a la surface, les molécules de nisine se déplaceraient a travers la

membrane, en réponse au potentiel électrique, entrainant avec elles les lipides de la couche
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externe du co6té cytoplasmique (MOLL et al, 1996). La formation transitoire de ces pores
s’accompagne d’une rupture de la force proton- motrice par dissipation du potentiel électrique
transmembranaire (Ay et du gradient de pH conduisant a 1’arrét de toutes biosyntheses
(MONTVILLE et al, 1994). Les pores entrainent également le passage dans le milieu
extracellulaire d’ATP, d’acides aminés, de potassium et de phosphate inorganique (RUHR et al,
1985 ; ABEE et al, 1994).

Le deuxieme mode d’action de la nisine est I’inhibition de la biosynthése de la paroi cellulaire
(REISINGER et al, 1980). Cette inhibition résulterait de la formation d’un complexe entre le
précurseur lipidique membranaire du peptidoglycane, le lipide II, et les molécules de nisine. Le
lipide Il est également la seule cible spécifique de la nisine pour la formation de pores (Mc
AULIFFE et al, 2001). Cette association engendre des pores stables et uniformes composés de 8
molécules de nisine et 4 de lipides Il selon un nouveau modéle proposé par HASPER et al.
(2004).

1.3.4.5. Toxicité de la nisine

Les bactériocines sont dégradées par certains enzymes protéolytiques. La non-toxicité de la
nisine, la seule bactériocine autorisée comme additif alimentaire, a été démontrée (TURTELL et
DELVES-BROUGHTON, 1998). De plus, un facteur important a considérer est que la nisine
présente dans les aliments, est facilement dégradée par les enzymes digestifs sans toutefois
générer des produits toxiques (HURST, 1981). Ainsi, 1’organisation de I’agriculture et de
I’alimentation (FAO) et I'organisation mondiale de la santé (OMS) ont recommandé une prise
moyenne journaliere (Average Daily Intake: ADI) de 0 a 33 mg de nisine par kg de poids
corporel. La nisine a été approuvée pour des utilisations spécifiques dans différents produits
alimentaires dans 50 pays dont les Etats-Unis (TURTELL et DELVES-BROUGHTON, 1998 ;
DELVES-BROUGHTON, 1997). Toutefois son usage alimentaire reste restreint a certains
aliments (BOUKSAIM, 1999).
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enisiN

Milieu extracellulaire

Milieu intracellulaire

Figure 4 : Modéle de formation d’un pore transmembranaire par la nisine (SAHL et al,

1998).

1.3.4.6. Rdle de la nisine dans la conservation des aliments

Les spectres d'action antimicrobienne de la nisine et de la pédiocine sont larges. Elles agissent
a de trés faibles concentrations sur des bactéries pathogénes ou d‘altération alimentaire (De
VUYST et VANDAMME, 1994). Cependant, la nisine est la plus connue et la seule bactériocine
des BL acceptée comme bio-ingrédient dans les aliments par FDA (1988). La nisine est surtout
réputée pour son efficacité contre les spores de Clostridium et de Bacillus, fréguemment
responsables de la détérioration des conserves alimentaires (DELVES-BROUGHTON, 1990).
L'efficacité de la nisine est dépendante de la qualité des aliments et est meilleure dans le cas ou la
charge des contaminants n'est pas élevee (DAOUDI, 2000). La conservation du lait par la nisine a
été rapportée par WAJID et KALN (1976) qui ont montré que des échantillons du lait stérilises et
traités avec la nisine ont pu étre conservés six mois a 37°C et trois semaines a 55°C. La nisine a
été efficace contre les cellules végétatives ou les spores des bactéries contaminants sans qu'un
traitement de réfrigération ne soit appliqué. La nisine a été utilisée pour la premiére fois dans un
fromage de type Emmental pour empécher le gonflement par Clostridium butyricum (HIRSCH et
al, 1951) et contre la contamination par C. botulinum des fromages pasteurisés a pate fondue
(DELVES-BROUGHTON, 1990).
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La nisine connait une large application comme additif alimentaire dans les conserves de
végétaux, soupes ou poudings a base de céréales (ECKNER, 1992). Il ressort que la nisine peut
remplacer partiellement les nitrites reconnus pour étre cancérigénes dans la conservation des
aliments (RAYMAN et al, 1981). L'ajout de bactériocines dans les aliments permettrait non
seulement de commercialiser des produits plus sains et plus sécuritaires mais aussi de diminuer
I'emploi de conservateurs chimiques (HARLANDER, 1993).

Dans la viande l'utilisation de la nisine est limité en raison de la quantité importante de nisine
requise pour avoir un effet notable sur la durée de vie du produit (TAYLOR et SOMERS 1985).
La faible solubilité, la distribution non homogéne et le manque de stabilité des bactériocines a la
surface des viandes ainsi que l'action des protéases des ferments utilisés ou de la viande peuvent
affecter I'efficacité des bactériocines.

La Nisaplin, une préparation contenant 2.5% de nisine A pure, est utilisée & 10° Ul/g dans les
industries alimentaires pour la conservation (DELVES-BROUGHTON, 1990).

Les inconvénients liés a I'emploi des bactériocines tiennent a leur spectre d'action réduit aux
bactéries a GRAM positif et a leur dépendance du pH, de la température, de la composition et la
structure de l'aliment. De plus, vue la nature protéique de la nisine, son activité peut étre réduite
aussi par des enzymes protéolytiques, par oxydation, lors d'interaction avec des métaux lourds,
lors d'agitation excessive ou apres décongelation (DAESCHEL et al, 1991). Une perspective
efficace contre la contamination des aliments serait I'utilisation combinée de la nisine et les
traitements de conservation conventionnels (Pasteurisation. atmosphére modifiée ..) en vue
d'aboutir a des produits stables et sécuritaires pour le consommateur. TAYLOR et al. (1990) ont
rapporté qu'un emballage sous atmosphére modifiée (CO;) ou sous vide combiné a l'utilisation de

la nisine pourrait allonger significativement la durée de vie de certains poissons.

1.3.4.7. Méthodes de détection et de quantification de la nisine

Depuis les 50 derniéres années, le dosage de la nisine a été effectué par les méthodes
microbiologiques utilisant des techniques de dilution (HIRSCH, 1950), de turbidimétrie
(BEMDGE et BARRETT, 1952) et de diffusion sur gélose (TRAMER et FOWLER, 1964 ;
DABA et al, 1994 ; DAOUDI, 2000). Il existe plusieurs variantes de la méthode de diffusion dans
I'agar, mais pour la plupart d'entre elles, I'observation d'une zone de lyse claire autour d'un puits ou
d'une goutte indique la présence possible de I'activité d'une bactériocine. Des témoins négatifs sont

nécessaires pour éliminer toute possibilité d'inhibition due a des acides organiques, des
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bactériophages, du peroxyde d'hydrogéne ou tout autre composé inhibiteur. Selon quelques
auteurs, les méthodes turbidimétriques semblent plus sensibles que les méthodes de diffusion dans
l'agar pour détecter l'activité bactériocinogene d'une bactérie (PAPAGIANNI et al, 2006;
PARENTE et al, 1995 ; TURCOTTE et al, 2004). Des approches immunologiques
(BOUKSAIM et al, 1998; BOUKSAIM et al, 1999; KEREN et al, 2004), des essais fondés sur
Iinduction de genes de bioluminescence (HARKONOVIRTA et al, 2006 ; REUNANEN et
SARIS, 2003) et la quantification du potassium largué hors de la cellule cible lors de la formation
des pores (MUGOCHI et al, 2001) sont aussi d'autres possibilités pour vérifier l'activité
bactériocinogene d'une bactérie. Par ailleurs, la quantification du potassium largué permet
d'obtenir quelques informations sur le mode d'action des bactériocines (MANTOVANI et
RUSSELL, 2003) cités par CHAMPAGNE (2007).
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Il. Matériel et méthodes

2 .1.Matériel

2.1.1. Echantillons de lait de chamelle

Le lait de chamelle utilise dans la présente étude est un lait de mélange. 1l est collecté le 26 février
2011, a partir d’un élevage implanté dans la région de Ghardaia et conduit en semi-extensif
(Paturage du Mzab). Il est transporté dans des flacons stériles, dans une glaciére, au laboratoire
de I"université pour y subir des analyses, physico-chimiques et microbiologiques.

L’échantillon de lait collecté est divisé en deux parties, aprés avoir subit quelques analyses
préliminaires :

- la premiere partie est immédiatement utilisée pour la préparation d’un fromage frais en vue de
I’isolement de la souche lactique productrice de nisine ;

- la deuxiéme partie subit une conservation a 7°C pendant 10 jours, en vue de I’isolement de la

souche psychrotrophe.

2.1.2. Appareillage
2.1.2.1. Appareils utilisés pour les analyses physico-chimiques

- pH-Métre (METROHOM 620) ;
- Densimétre (G-widder).

2.1.2.2. Appareils utilisés pour la préparation du fromage
- Bain marie (MEMMERT) ;

- Four Pasteur (HEARAEAUS) ;

-Reéfrigérateur (Binder).

2.1.2.3. Appareils utilisés pour les manipulations microbiologiques
-Microscope optique (Laboscope 200);

-Autoclave (Systec 5075 MLV);

-Incubateur (HERAEAUYS);

-Incubateur agitateur (Heidolph Inkubator 1000) ;
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-Centrifugeuse max .10000 tours /min. (Universal 16 R).

2.1.3. Verrerie et petit matériel

Pipettes Pasteur, flacons en verre (de 250 ml), tubes a essais en verre, pipettes graduées (1ml, 5ml,
10ml ...), boites de pétri en plastique, béchers de 500 et 1000 ml, des Erlen Myers, tubes a
hémolyse en plastique (5ml), micropipette (50 ul), burette, anse de platine, fil droit, mortier,

cloches de Durham ...
2.1.4. Réactifs

-Eau physiologique,

- Phénolphtaléine,

- Solution de Soude (1N),
- Bleu de Méthyléne,

- Rouge de Méthyle,

- Tampon citrate (2%),

- Tampon tryptone-sel (TS),

- Réactifs pour coloration du GRAM,
- L'eau oxygénée,

- Disques d’oxydase.

2.1.5. Milieux De Culture (annexe 1).
-Milieu M 17(bouillon et gélosé)

-Milieu Gélose Nutritive Ordinaire (GNO)
-Milieu King A

-Milieu King B




Matériel et méthodes

-Milieu Muller — Hilton
-Galerie API 20 E (Biomérieux)
-Milieu T.S.I

-Milieu K .ILA

-Milieu Mannitol de Mobilité

- Bouillon Nutritif (BN)
-Bouillon de Clark et Lubs

2.2. Méthodes

Les différentes étapes de la méthodologie suivie dans cette étude sont schématisées sur la figure 5:
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Collecte du lait de
chamelle

Etude préliminaire

— -

Analyse

Analyse
Physico-chimique y

microbiologique

v (test de réductase)

Isolement et identification des souches
bactériennes, production de la nisine

Réfrigération du lait camelin cru Fabrication du fromage frais a
pour quelques jours partir du lait camelin frais
Isolement et identification de la Isolement et identification de la
souche Pseudomonas fluorescens souche Lactococcus lactis ssp. lactis

2

Mise en culture de la souche
identifiée et récupération du
surnageant

<Essai de I’activité inhibitrice de la nisine contre Pseudomonas fluorescens>>

—————
Figure 05: Procédure expéerimentale
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2.2.1. Analyses physico-chimiques
2.2.1.1. Mesure de I'acidité

Le pH est mesuré a 20°C a I’aide d’un pH-métre de type (METROHOM 620). Le principe
repose sur la mesure directe du pH a l'aide d'une électrode plongée dans un bécher contenant 100

ml du lait. La valeur de pH est lue directement sur lI'appareil (SBOUI et al., 2009).

L’acidité est dosée par titration avec une solution de NaOH (N/9) et exprimée en ° Dornic
(SBOUI et al., 2009). Un échantillon précis de 10 ml de lait est placé dans un bécher de 100 ml
en présence de 0,1 ml de phénolphtaléine, la soude est ajoutée a la burette jusqu'au virage au rose
de I'échantillon le degré Dornic correspondant au nombre de 1/10 de ml de soude Dornic N/9

nécessaire pour assurer le virage de la phénolphtaléine (GUIRAUD, 2003).

2.2.1.2. Densité

La densité est déterminée a 1’aide d’un densimeétre de type (Gwinder) sur un lait maintenu au
repos. Elle consiste a plonger I'appareil dans une éprouvette de 250 ml remplie de lait, lorsqu'il se
stabilise, la lecture de la valeur de la densité se fait directement sur I'appareil (SBOUI et al.,
2009).

2.2.2. Analyse microbiologique du lait
Test de réductase

La population bactérienne du lait peut étre indirectement déterminée en ajoutant a I'échantillon
a examiner , une quantité connue de bleu de methyléne et en observant le temps requis pour sa
décoloration (GUIRAUD, 2003).

La durée de la décoloration nous permet de quantifier approximativement la population
microbienne du lait et par conséquent d’estimer sa qualit¢é microbiologique (BERRENS et

LUQUET, 1987). (Tableau VII).

Il s’agit de mettre dans des tubes a essai stériles I’échantillon du lait de chamelle (lait cru) ,

ajouter de bleu de méthyléne a (1%), melanger, et incuber a 37° C.
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Tableau VII : Grille d’appréciation de la qualité microbienne du lait (BERRENS et
LUQUET, 1987).

Durée de décoloration Nombre de germes o . .

(heures) (germe/mi) Qualité microbienne du lait
Supérieure a5 100000 a 200000 Bonne

heures
De 2 a 4 heures 200000 a 2 millions Bonne a passable
Inférieure a 2 heures 2 a 10 millions insuffisante

2.2.3. Isolement et identification De la souche productrice de nisine a partir d’un fromage
frais camelin

2.2.3.1. Isolement

2.2.3.1.1. Essai de fabrication de fromage camelin frais

Un fromage frais est tout d'abord un fromage que I'on doit consommer assez rapidement apres
sa fabrication. 1l est obtenu par simple coagulation du lait que l'on déclenche par
emprésurage et/ou acidification ou par acidification et chauffage. 1l est peu égoutté et non affiné. Il
peut étre salé ou sucré (RAMET, 1993).

La méthode de fabrication utilisée dans le présent travail consiste a utiliser des enzymes
gastriques de dromadaire (ECD) comme seul agent de coagulation. Ces enzymes sont extraites a
partir de I’estomac d’un dromadaire agé de 14 mois (BOUDJENAH-HAROUN et al., 2011) et
conservées dans un flacon en présence de thymol comme conservateur. La fabrication dure une

journée et elle comprend sept étapes décrites dans la figure 6 et sur ’annexe 02.

2.2.3.1.2. Technique d'isolement de la souche productrice de nisine

L’isolement de cette souche d’intérét a partir du fromage fabriqué au laboratoire avec les
ECD, se fait comme suit : un échantillon de fromage de (10 gr) est mélangé avec 90 ml de tampon
citrate & 2 %, dans un mortier. Aprés trituration pendant 3 min. A la température ambiante, la
suspension mere obtenue est utilisée pour réaliser des dilutions décimales successives dans le
méme tampon jusqu'a une dilution 10, dilution nécessaire pour 1’isolement bactérien (EDIMA
,2007).
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1. Préparation du lait de chamelle

Répartir 2 litres de lait de chamelle frais dans des béchers
(500 ml /bécher) ; pasteurisation du lait pendant 15 secondes
a 72°C dans un bain marie ; Laisser les béchers a
température ambiante pour quelques minutes.

]

2. Emprésurage du lait

Remettre les béchers contenant le lait au bain marie a 30°C
Ajouter a chaque bécher 10ml des ECD

>

I

3. Synéreése (formation du caillé)

<Laisser les béchers au bain marie a 42°C pendant une heure a
moins

O

X

4 Exsudation (égouttage)

Verser les béchers doucement dans un dispositif facilitant
I’égouttage (des béchers recouvert par des compresses stérile
Laisser le caillé égoutter pendant une nuit.

s);

—

]

5. Moulage et découpage du
coagulum : fromage

Répartir le coagulum dans des boites de pétri stériles : le
fromage obtenu est découpé

>

X

6. Conservation du fromage a 4°C

Figure 6 : Fabrication du fromage camelin frais




« Matériel et méthodes

Le milieu glucosé tamponné ou le bouillon M17 convient genéralement bien pour la culture en
milieu liquide des lactocoques. Quelques gouttes de la dilution 10 sont prélevées & l'aide de I'anse
de platine et sont ensemencées en stries d'épuisement, a la surface d'une boite de pétri contenant
de la gélose M17; l'incubation se fait a température de 30° C pendant 24 heures (GUIRAUD,
2003).

2.2.3.2. ldentification biochimique de la souche Lactococcus lactis ssp. lactis
A partir d’une culture sur M 17 gélosé (incubée 24 h / a 30°C) on réalise des repiquages
successifs de la souche a identifier sur le méme milieu gélosé pour assurer sa purification.
L’identification biochimique de la souche se fait selon GUIRAUD (2003) et JOFFIN et
LEYRAL (2006) par :
e [’examen macroscopique (aspect des colonies sur gélose M17) ;
e [’examen microscopique (apres coloration de GRAM) ;
e |etest de la catalase ;
o letest de I’oxydase ;
e I’identification classique de la souche selon quelques tests biochimiques (la galerie de
Sherman) (selon JOFFIN et LEYRAL, 2006) ;
e [’étude de type du métabolisme et I’assimilation de quelques sucres (tests T.S.1, K.I.A et
mannitol de mobilité) ;

e [’utilisation de quelques tests de la galerie API 20 E.

» Examen macroscopique

Il s’agit de décrire I’aspect des colonies a savoir leur forme, leur couleur et leur texture.

» Examen microscopique

Cet examen est effectué avec 1’objectif 100 a immersion, aprés la coloration double de
GRAM .1l sert a classer la souche (GRAM + ou -) et a déterminer la forme unitaire des cellules
ainsi que leur mode d’enchainement (GUIRAUD, 2003) (annexe 3).

> Test de la catalase

La catalase est une enzyme produite en abondance par les bactéries ayant un métabolisme
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respiratoire qui détruit le peroxyde d’hydrogéne et libére de 1’oxygéne (VEZINA et LACROIX,
2000). La mise en évidence d'une catalase se fait par contact de la culture microbienne avec une
solution fraiche d'eau oxygénée (GUIRAUD, 2003).

» Test de ’oxydase

Le test de 1’oxydase est basé sur la production bactérienne d’une enzyme oxydase
intracellulaire (cytochrome C oxydase) en présence d’oxygéne atmosphérique et de cytochrome C.
Sur un papier filtre stérile, déposer un disque d’oxydase imprégné de diméthyle-para-phényléne
diamine, humidifier le disque avec quelques gouttes d’eau distillée stérile, a I’aide d’une pipette
pasteur, on prend une partie de la culture de la bactérie a identifier (culture de 18 a 24h) et on la
dépose sur le disque. La lecture se fait apres 30 secondes, la réaction est considérée comme
positive si on remarque la présence d’une coloration rose pale a violet. L’absence de coloration

signifie une réaction négative (VEZINA et LACROIX, 2000).

» ldentification par la galerie de Sherman

e Culture a45°C

Ce test est réalisé on ensemencant un tube a essai contenant le bouillon M17 a partir d’une
culture sur gélose M17, I’incubation dure 24 a 48 h.
La présence des troubles dans le tube indique la présence de culture (on compare avec un tube
témoin non ensemenceg).

e Culture en bouillon hypersalé

Dans un tube a essai contenant le bouillon M17 on ajoute du Na Cl a 6 ,5 %, la culture se fait
par quelques gouttes de suspension bactérienne dense, 1’incubation est de 24 h a 37°C.

e Culture a pH 9,6 (base)

La méme technique que celle du test précédent en remplacant le chlorure de sodium par
du NaOH (1N), la solution de soude ajoutée est préalablement préparée et stérilisée par
autoclavage (120°C / 15 min).
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> Etude du type du métabolisme et de I’assimilation de quelques sucres

e Etude de type de métabolisme

Pour I’étude de métabolisme on verse le milieu M17 liquide sur des tubes a essai contenant des
cloches de Durham et on autoclave les tubes pour 15 minutes a 120°C. L’ensemencement est
suivi d’une incubation 24 ha 30 ° C.
Le métabolisme oxydatif se traduit par I’absence de gaz et les cloches restent au fond des tubes.
Le flottement des cloches signifie la présence des gaz et un métabolisme fermentaire (GUIRAUD,
2003).

e Test de (Mannitol —mobilité)

Le Test de (Mannitol —mobilité) est réalisé sur un milieu Mannitol de mobilité, un milieu
gélosé semi solide qui permet d'étudier la mobilit¢ d’une souche bactérienne et de tester sa
capacité ou non de dégrader le mannitol. L'ensemencement a partir d’une culture sur milieu
gélosé, se fait par piqire centrale du tube a I’aide d’un fil droit, suivie par une incubation pendant
24 ha 30°C.

La transformation du milieu en jaune signifie : Mannitol + ; Les bactéries trés mobiles peuvent se
déplacer dans la gélose molle et aller dégrader le mannitol tout le long du tube (GUIRAUD,
2003).

e Test de T.S.I (Tri-Sugar-lron)

Ce test est réalisé sur un milieu gélosé incliné T.S.I qui permet 1’utilisation du lactose, du
saccharose, la fermentation du glucose et la production d’H,S. L’ensemencement des tubes est
réalisé sur la pente et par piqure en culot a partir d’une culture sur milieu gélosé. L’incubation se
fait @ 30°C pendant 24h (JOFFIN et LEYRAL, 2006).

e Testde Hajna-Kligler (K.1.A)

Le test de Hajna-Kligler se fait sur milieu gélosé incliné qui permet 1’utilisation du lactose,
fermentation de glucose et la production d’H,S.
L’ensemencement est sur la pente et par piqure en culot a partir d’une culture sur milieu gélos¢,

I’incubation se fait a 30°C pendant 24h (JOFFIN et LEYRAL, 2006).

» ldentification par la galerie APl 20 E
Le principe consiste a identifier les microorganismes par leur capacité a fermenter des sucres,
critere de différenciation des especes. Cette micro galerie est utilisée pour 1’identification des

entérobactéries, on 1’utilise dans cette étude pour quelques tests comme :
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e ADH (arginine déshydrolase)

Le test arginine déshydrolase sert a déterminer si la bactérie transforme I’arginine par
I’arginine déshydrolase, la réalisation de test se fait comme de la maniére suivante :
A T’aide d’une pipette de Pasteur, on inocule la cupule de I’API 20 E contenant 1’arginine
déshydratée avec I’inoculum de la bactérie a identifier (préparé a partir d’une culture de 18 a 24 h
avec de I’eau physiologique), on ajoute quelques gouttes d’huile minérale stérile, on incube a
30°C pendant 24 a 48 h. A la suite de 1”incubation, on lit la réaction obtenue :
-réaction positive : si le milieu demeure rose
-réaction négative : si le milieu devient jaune orangé (JOFFIN et LEYRAL, 2006).

e CIT (recherche de la citratase)

C’est un examen qui affirme I’utilisation de citrate par les bactéries comme seule source de
carbone et d’¢énergie, ce milieu est identique a celui de citrate de Simmons (milieu gélosé),
I’ensemencement se fait en remplissant la cupule I’inoculum de la bactérie a identifier,
I’incubation de la galerie se fait a 30°C/24- 48 h pour la lecture de test :

- Réaction positive : couleur bleu ou vert bleu
- Réaction négative : couleur jaune (JOFFIN et LEYRAL, 2006).
e GEL (hydrolyse de la gélatine)

Ce test permet de mettre en évidence la présence d’une protéase hydrolysant la gélatine de
I’API 20 E (gélatine agglomérée avec du carbone). L’hydrolyse de la gélatine peut étre étudiée
sur milieu gélatiné en culot, milieu de Kohn ou sur la cupule GEL de la galerie APl 20 E
(GUIRAUD, 2003). L’ensemencement se fait en remplissant la cupule I’inoculum de la bactérie
a identifier. L’inoculum est préparé a partir une partie de la culture de la souche a étudier avec
10ml d’eau physiologique, I’incubation de la galerie se fait a 30°C/24- 48 h, Pour la lecture :

e Réaction positive : une suspension noire dans la cupule ;
e Réaction négative : les particules de gélatine restent agglomérées au fond de la cupule
(JOFFIN et LEYRAL, 2006).

2.2.4. Production de nisine a partir de culture de Lc.lactis ssp. Lactis

Le protocole de production utilisé s’inspire de ceux réalisés par plusieurs auteurs
(BAREFOOT et al, 1983 ; LACHANCE, 2000 ; SEBTI ,2002 ; XIA LIU et al, 2003;
DOUMANDJI et al, 2010). La production de nisine commence par une pré-culture de la souche

Lc.lactis ssp. lactis, souche précédemment isolée. Tout d’abord, la pré-culture est obtenue en
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ensemengant des tubes a essai stériles contenant 9 ml de bouillon M17 ave 1ml d’une culture de
plus de 24h de la souche Lc.lactis ssp. Lactis isolée a partir du fromage au lait camelin fabriqué au
laboratoire, dans le méme bouillon. Les tubes sont incubés a 30 °C avec agitation a 140 rpm
pendant 18 h dans un incubateur agitateur.

Pour faciliter la diffusion de la bactériocine de la souche Lactococcus lactis on utilise le milieu
M17. 100 ml de ce milieu sont réparti en deux Erlen meyers (de 100 ml), enrichis en glucose a
1% et stérilisés pendant 20min a 120°C. Ensuite, le milieu M17 est ensemencé a 10 % par de la
pré-culture de Lc.lactis ssp. lactis, cette culture est incubée pendant 18 a 24 h a 30°C avec
agitation a 140 rpm. Pour la récupération du surnageant, la culture bactérienne est réparti dans
des tubes a hémolyse (de 5 ml) et centrifugé a 8000 g pendant 20 min a I’aide d’une centrifugeuse
réfrigérée (UNVERSAL R16), le surnageant est récuperé soigneusement avec élimination des
cellules bactériennes rassemblées en fond des tubes. Pour éliminer I’effet des acides organiques, le
pH de le surnageant obtenu est ajusté a 6 avec une solution de NaOH (1N). La figure 7 représente

les principales étapes de production de la nisine a partir d'une culture de Lc.lactis ssp lactis :

24H /30°C 24h/30°C

S

[ Préparation de pré-culture, incubation a 30 °C pendant 18 h. J

S

Ensemencement de 100 ml du bouillon M 17 par 10 % de la pré-
culture, incubation a 30°C /18 a 24 h

S

[ Centrifugation de la culture (8000 g / 20 min / 4°C) ]

S

Récupération du surnageant et ajustement de pH a 6 avec Na OH
(AN)

[ Culture de Lc. lactis ssp lactis en bouillon M17 et incubation J

Figure 7 : Production de nisine a partir de culture de Lc.lactis ssp.lactis.
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2.2.5. Isolement et identification de ’espéce indicatrice
2.2.5.1. Isolement

L’isolement de Pseudomonas fluorescens a partir du lait camelin réfrigéré se fait sur gélose
nutritive aprés incubation & 7°C pendant 10 jours (MILLIERE et VEILLET-PUNCET, 1979).
Le milieu gélosé est répartit en boites de pétri et ensemencé en surface par quelques gouttes du la
dilution 107 du lait. Le diluant utilisé est un tampon tryptone —sel (TS) (GUIRAUD ,2003).
2.2.5.2. Identification

Les colonies apparues sur GNO sont examinées macroscopiquement. [’examen a |’état frais
(examen de mobilité) et aprés coloration de GRAM doit étre observé sous microscope optique
(x100) (GUIRAUD, 2003).

» Culture sur King Aet King B

Les milieux de King (milieu King A et milieu King B permettent de différencier entre elles les
différentes espéces du genre Pseudomonas, par la mise en évidence de la production de pigments
specifiques, pyocyanine sur King A et pyoverdine sur King B (GUILLAUME ,2004).
L’ensemencement des milieux King A et King B gélosés coulés en boites de Pétri et en tubes
inclinés se fait a partir d’une culture de la souche a identifier sur GNO (aprés quelques repiquages
successifs) par des stries en surface des milieux. L’incubation se fait au moins pour 24h a 30°C et
en aérobiose.

» Meétabolisme des glucides (tests K.I.LA et T.S.I)

L’incubation de ces milieux se fait en aérobiose (la technique d’ensemencement est déja

mentionnee).

» Test de rouge de méthyle (RM)

Le test au rouge de méthyle présente un intérét dans I’identification bactérien ; il permet de
préciser 1’évolution du pH en milieu glucosé, ce test est réaliser en utilisant le milieu Clark et Lubs
(bouillon répartit dans des tubes standards), I’ensemencement se fait a partir d’'une culture sur
GNO, I’incubation a 30°C /24 h est suivie par I’ajout d’une a deux gouttes de RM avec lecture

immédiat du test :

e réaction positive : la coloration rouge montre un milieu relativement acide, la bactérie
est dite RM+.
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e Réaction négative : la coloration jaune montre un milieu légerement acide ou alcalin, la
bacterie est dite RM- (JOFFIN ET LEYRAL, 2006).
» Test de la catalase (GUIRAUD ,2003).

> Test de Poxydase (VEZINA et LACROIX, 2000).

» Croissance a 4°C et 43°C
Des tubes a essai stériles contenant le bouillon nutritif (BN) sont ensemencés a partir d’une
culture de la souche a identifier sur GNO, I’incubation se fait en aérobiose pendant 24 h.

La présence des troubles dans les tubes indique la croissance bactérienne (GUIRAUD ,2003).

» API20E
On utilise la galerie APl 20 E pour réaliser les deux tests:

e GEL (Gélatinase)
e ADH (arginine déshydrolase)

Le test arginine déshydrolase est réalisé sur milieu semi-liquide d’ARGININE ou sur la cupule
ADH de la galerie API 20E (VEZINA et LACROIX, 1998).

2.2.6. Etude de I'activité inhibitrice de la nisine sur Pseudomonas fluorescens

L’activité antimicrobienne du surnageant récupéré a partir de culture de la souche Lactococcus
lactis subsp. lactis est testée selon plusieurs méthodes de diffusion sur gel préconisée par TAG et
al. (1976). Elle est fondée sur lI'apparition d'une zone d'inhibition, provoquée par les surnageants
de cultures, contenant les bactériocines, déposés dans des puits, des spots ou méme imbibés sur
des disques. Les bactéries indicatrices sont préalablement ensemencées, en tapis, en Milieu gélosé

approprié.

2.2.6.1. Préparation de I’inoculum
L’inoculum de la souche test (Pseudomonas fluorescens) est préparé dans des tubes a essai stériles

on inoculant 5 ml d’eau physiologique stérile avec une colonie de la souche test prise de GNO.

2.2.6.2. Méthode des puits
Trois boites de pétri contenant le milieu Mueller-Hilton (MHA) sont inoculées par la

germe cible (Pseudomonas fluorescens). Sur chaque boite on creuse des puits en utilisant
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I’extrémité d’une pipette de Pasteur stérile (diametre de 4,5 mm). Les puits sont remplis par la
suite, par 50 ul de surnageant bactériocinique. Les boites de pétri ainsi préparées sont pré-incubées
pendant 2 a 4 heures & + 4 °C, afin de permettre la diffusion radiale de 1’agent inhibiteur. Une
incubation s’effectue alors a 30 °C pendant 18 a 24 heures, en aérobiose. L'effet antibactérien de
la nisine est mis en évidence par I'apparition d'une zone d'inhibition (zone claire) autour du puits.
La lecture de I’activité bactériocinogénique se fait par la mesure du diamétre d’inhibition autour
du puits (Zi), exprimée en mm (ALLOUACHE et al, 2010).

Une inhibition est considéree positive si le diamétre est supérieur a2 mm THOMPSON et al,
(1996) cité par DOUMANDJI et al (2010). La mesure du diamétre d’inhibition (Zi) est effectuée

selon la formule suivante:

Zi en (mm) = diamétre de la zone d’inhibition obtenue (mm) — diamétre de puits (4,5 mm)

2.2.6.3. Méthode des spots

Trois boites de pétri contenant le milieu Mueller-Hilton sont inoculées par les germes cibles et
laissées sécher sous flux d’air pendant 15 min. Des gouttes de 10 pl de la surnageant a tester
sont déposés a la surface de la gélose a ’aide d’une micropipette. Les boites sont étuvées pendant
18 a24 ha30°C.

Le résultat recherché se manifeste par la présence de zones d’inhibition claires dans une nappe

trouble formée par la croissance de la souche cible (IZQUIERDO, 2009).

2.2.6.4. Méthode des disques imprégnés
Elle consiste selon TADESSE et al, (2004) a:
- Inonder en surface les boites de Pétri contenant le milieu Mueller-Hilton par I’inoculum de la

souche cible,

- Laisser sécher les boites pendant 30 min a 30°C, apres séchage, déposer a la surface de la gélose
des disques en papier buvard stérile préalablement imprégnés par le surnageant bactériocinique,
ensuite sécher encore une fois les boites pendant 30 min,

- Mettre les boites a 4°C pendant 4h pour assuré la diffusion de la bactériocine, enfin incuber les
boites a 30°C pendant 24h.
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L’inhibition de la souche indicatrice se traduit par la formation de zones claires autour des

disques dont le diametre est mesuré en mm.

2.2.6.5. Mesure de I’activité antibactérienne en unité arbitraire (UA /ml)

Il s’agit d’un titrage réalisé selon le test de la dilution critique : une série de dilution en cascade
au % de la surnageant a tester est effectuer en eau distillée stérilisée. Une goutte de 10ul de chaque
dilution est déposée sur un endroit précis dans la boite de Pétri (4 spots pour chaque boite)
contenant I’inoculum de la souche cible préparée comme indiquée précédemment. Les boites sont
incubées pour 18 a 24 h a 30°C. L’activité antibactérieMatérielunité arbitraire par ml (UA / ml)
est déterminée selon CHAMPAGNE (2007) par le nombre d'unités arbitraires dans la préparation
initiale est calculé a partir de la plus grande dilution (D) ou il y a encore la présence d'une zone

d'inhibition de plus de 2 mm, selon I'équation suivante:

A (UA / ml) = (1000 / 10 pl) x (I/D)
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I11. Résultats et discussion
3.1. Analyses physico-chimiques et microbiologiques
3.1.1. Analyses physico-chimiques
Le tableau VIII regroupe les résultats relatifs aux caractéristiques physico-chimiques du lait de

chamelle analysé. Le résultat représente la moyenne de trois répétitions.

Tableau VIII : Analyses physico-chimiques de I’échantillon de lait camelin

Parametres valeur moyenne Ecart type
pH a (T° =18 ,2°C) 6 546 +0.002
Acidité (°D) 175 +0.500
Densité 1,025 +0.001

3.1.1.1. pH

Le pH de I’échantillon de lait camelin ayant fait I’objet de la présente étude est égal a 6 ,546 .
Le lait de chamelle a I’état frais est plus acide et moins dense que les laits, bovin et humain dont
les valeurs du pH sont respectivement égales a 6,6 et 7,01 (SBOUI et al., 2009).

Plusieurs auteurs ont révélés des valeurs de pH de lait de chamelle différentes de notre résultat.
Parmi ces auteurs, on peut citer, MAHBOUB et al. (2010) a Ouargla et KIHAL et al. (1999) a
BECHAR, qui ont enregistrés des valeurs de pH supérieures soient 6,65 + 0,132 et 6,57+0,32,
respectivement. En revanche, SBOUI et al. (2009) en Tunisie, SIBOUKEUR (2005) a Ouargla et
SAWAYA et al. (1984) en Arabie Saoudite ont trouvés des valeurs de pH inférieures, soient 6,
41,6,31+ 0,15 et 6,49+0,024, respectivement.

Le pH ainsi que le golt du lait de chamelle peuvent dépendre de la nature des fourrages et de
la disponibilité de I’eau (GORBAN et IZZELDIN ,1997). De plus, La teneur relativement élevée
en vitamine C du lait de dromadaire, est a I’origine du pH bas comparé au lait bovin (SALEY,
1993). Il a été montré que le pH bas du lait camelin est dépendant de la teneur en citrates,
phosphates et caséines, ainsi, que de 1’état sanitaire de la mamelle (MATHIEU, 1998).
3.1.1.2. Acidité

Le lait fraichement trait est légerement acide. Cette acidité provient essentiellement, des

protéines, des phosphates et du CO, dissous. Il acquiert ensuite une acidité, dite acidité développée
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car elle est provoqué par I’acide lactique et autres acides issus de la dégradation par des micro-
organismes (BADAOUI, 2000).

L’acidité mesurée au cours de cette ¢tude est égale a 17,5 °D, elle est comparable a celle
obtenue par SBOUI et al. (2009) en Tunisie qui est égale a 17,2°D et par MAHBOUB et al.
(2010) a Ouargla qui est de I’ordre de 21,3 + 1,44 °D.

Les variations dans la valeur ’acidité sont généralement dues a la variation de I’alimentation
des animaux, aux conditions environnementales ainsi qu’a la période de lactation (ABU-
TARBOUSH, 1996).

De plus, le lait de chamelle possede un effet tampon plus élevé par rapport au lait bovin (ABU-
TARBOUSH, 1996). En effet, I’acidité titrable de ce lait varie relativement peu par rapport a

I’¢lévation du pH.

3.1.1.3. Densite

Le taux de matiéres séches du lait camelin est plus faible que celui du lait bovin (KAMOUN,
1989). Ce qui explique la faible densité enregistrée dans la présente étude et qui est de 1’ordre
de 1,025. Similaire a celle obtenue par SBOUI et al. (2009), elle est inférieure a celles rapportées
pour le lait de vache (de 1,028 a 1,035) (VIGNOLA etal., 2002).

3.1.2. Qualité bactériologique de lait camelin

L’épreuve de la réductase n’est pas un moyen d’appréciation du nombre des bactéries mais
une épreuve destinée a estimer le degré de la contamination du lait (PETRANSEXIENE, 1981).

La décoloration du bleu de méthyléne par le lait de chamelle analysé a eu lieu aprés une durée
supérieure a 4 heures. Ce lait est par conséquent de bonne qualité bactériologique. Il renferme
moins de 2 .10° germes /ml (LARPENT, 1970 ; GUIRAUD ,1998). La décoloration du bleu de
méthylene est due au métabolisme bactérien et sa rapidité est directement proportionnelle au
nombre de germes. En effet le lait cru contient peu de microorganismes lorsqu’il est prélevé dans
de bonnes conditions a partir d’un animal sain (moins de 50 000 germe /ml et moins de 1
coliforme/ ml). Il s’agit essenticllement de germes saprophytes du pis et des canaux
galactophores, comme les microcoques, les streptocoques lactiques, les lactobacilles et peu de
germes contaminants. D’autres germes peuvent étre présents dans le lait notamment lorsqu’il est

issu d’un animal malade (agents de mammite, etc.). Le lait peut également étre contaminé au cours
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de la traite et des diverses manipulations, par une multitude de micro-organismes. Ainsi la nature

de la flore microbienne du lait cru est a la fois complexe et variable (LARPENT, 1997).

Le lait de chamelle caractérisé par sa richesse en lysozyme et en vitamine C, est naturellement
protégé contre les attaques extérieures. En plus, le milieu naturel du dromadaire, caractérisé par de
fortes insolations, des températures élevées et de faibles humidités relatives, limite le

développement des microorganismes (SAIDI et al., 1999).

3.2. Lafabrication du fromage camelin

A partir de 2 litres de lait de chamelle cru, nous avons produit 710 grammes de fromage frais
avec un rendement de 35 ,5%. Ce fromage dont I’aspect général est proche de celui du fromage
au lait de vache, possede les caractéristiques organoleptiques suivantes :

e il est de couleur jaune paillé ;

e ilestmou;

e il présente une légere amertume.

Ces résultats montrent que le fromage fabriqué au laboratoire, differe de celui décrit par
RAMET (1989). L’auteur a caractérisé¢ le coagulum comme étant friable et les rendements
rapportés sont de I’ordre de 8 a 10 % pour les fromages frais (RAMET, 1989). La friabilité
augmente énormément les pertes en matiére séche dans le lactosérum ce qui diminue les
rendements fromagers. L’auteur conclut aprés de nombreux essais de fabrication que I'aptitude
fromagére du lait de chamelle est satisfaisante sous réserve de modifier certains paramétres
technologiques destinés en particulier a renforcer la fermeté des gels.

Dans le méme contexte, des expérimentations conduites en Arabie Saoudite (RAMET, 1985)
et en Tunisie (RAMET, 1987, KAMOUN et RAMET, 1988) montrent que les difficultés
rencontres lors de la fabrication du fromage au lait de chamelle peuvent étre contournées en partie
par des adaptations technologiques adéquates.

Au cours de ce travail, la substitution de la présure habituellement utilisée en fromagerie par
des enzymes coagulantes extraites a partir des caillettes de dromadaires (ECD), au niveau des
laboratoires de I'universit¢ KASDI MERBAH a Ouargla, a permis une nette amélioration de la
texture et du rendement fromager de ce produit dérivé. En effet, les travaux réalisés en Egypte par
EL-ABASSY (1987) et EL-BATAWY et al. (1987) avaient préconisé I’utilisation de la pepsine

de dromadaire pour produire une préparation coagulante dans des conditions acceptables d'activité
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et de stabilité. Plus récemment, I’efficacité des protéases gastriques issues de caillettes de
dromadaires adultes donc a dominance pepsine a été prouvée par SIBOUKEUR et al. (2005), et
par BOUDJENAH et al. (2011).
3.3. Identification de la souche productrice de nisine isolée a partir du fromage camelin

Les souches isolées produisent sur milieu M17, des colonies de forme irréguliére, de couleur
blanche & créeme, avec une surface lisse et muqueuse et un pourtour irrégulier (photo 1). L'examen
microscopique révele que les souches testées sont GRAM positif, de forme coccoide, réparties en
paires ou en chainettes. Les résultats des examens microscopiques et macroscopiques de la
souche isolée sont illustrés sur le tableau (1X) :

Tableau IX : Examens microscopique et macroscopique de la souche isolée

forme des colonies ronde et irréguliére
Examen macroscopique | couleur des colonies blanchéatre a jaunatre (beige)
aspect des colonies Mugueux
détermination du GRAM | GRAM +
) i forme unitaire coques de petite taille
Examen microscopique i i
Mode de rassemblement en paires ou en chainettes

Photo 1 : Culture bactérienne sur milieu M17

L’identification de la souche isolée est réalisée par des tests biochimiques et physiologiques

classiques (tableau X) et a ’aide de quelques tests de la galerie API 20 E (photo 2).
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La souche isolée est dénuée de catalase et d’oxydase. Elle est immobile. Elle fermente le glucose
en donnant seulement de 1’acide lactique (homofermentaire). Elle n’hydrolyse ni I’arginine ni le

citrate. Elle croita pH 9 ,6 et résiste a 45° C (tableau X).

Les résultats des tests physiologiques et biochimiques ont permis d’identifier la souche isolée
comme étant une souche appartenant a 1’espéce Lactococcus lactis ssp. lactis (GUIRAUD, 2003).
La méme souche a été identifiée par SAIDI (1998) et KACEM (2003) a partir de laits crus de
vaches produites dans la région de I’Ouest Algérien et par ZADI- KARAM (1998) dans le lait de
chamelle. Une souche de Lactococcus lactis ssp. lactis productrice de nisine a été également isolée
a partir d’un fromage a base de lait bovin (MEGHROUS, 1998).

Cependant, cette souche capable de croitre a pH de 9 ,6 est différente de celle isolée par
MUNDT (1986), SCHLEIFER (1987) et HASSAINE et al. (2007), qui n’a pas montré cette
capacité. Cela peut sans doute s’expliquer par une sélection due a 1’environnement naturel de la
bactérie, c’est-a-dire le lait de chamelle. En effet, le régime alimentaire influe sur la composition
chimique et microbiologique du lait camelin (MOSLAH, 2002).

L’espéce Lactococcus lactis joue un réle important dans la conservation de nombreux
aliments et dans la fabrication des fromages et des produits fermentés. En effet, les lactocoques
sont généralement associés a une forte capacité d’acidification du lait. Elles présentent aussi des
propriétés inhibitrices envers la flore d’altération et envers la flore pathogéne du fromage, grace a
la production de métabolites tels que les acides organiques, le péroxyde d’hydrogéne et les
bactériocines ou a sa compétition écologique vis-a-vis des nutriments (O’SULLIVAN et al.,
2002 ; DORTU et al., 2009).
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Photo 2: Identification de la souche isolée par la galerie biochimique API 20 E.
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Tableau X : Identification par les tests biochimiques et physiologiques

Test Résultats
catalase i
oxydase -
croissance a45°C +
croissance a6 ,5 % de Na ClI -
croissance apH 9,6 +
type de métabolisme fermentaire (homofermentaire)
mannitol de mobilité mannitol (+), mobilité (-)
TSI lactose (+), glucose (+), aéro-anaérobie,
- saccharose (+/-)
KIA fermentation de glucose (+), lactose (+)
ONPG +
ADH -
LDC -
OoDC -
CIT -
. H,S -
API ?O E (apres 48 h Urée _
d’incubation) TDA NR
IND NR
VP NR
GEL +
GLU +
MAN +
IND -
SOR -
RHA -
SAC -
MEL +
AMY +
ARA +

NR : test non réalisé

3.4. Identification de la souche indicatrice isolée a partir du lait camelin réfrigeré

Les colonies apparues sur GNO aprés 48 heures d’incubation présentent une coloration
blanche et un aspect muqueux. Leur diametre se situe entre 1 et 2 mm (photo 3). Les résultats
relatifs a I’examen microscopique a 1’état frais (mobilité) et aprés coloration de GRAM sont

indiqués dans le tableau XI.
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Tableau XI : Examens préliminaires de la souche indicatrice isolée

forme des colonies Ronde, réguliere
Examen macroscopique couleur des colonies Blanche
aspect des colonies Muqueux

détermination du GRAM GRAM -

forme unitaire Béatonnet long

Examen microscopique - — — :
disposition des bacteries Isolées

Examen a I’état frais (x100) | Bactéries trés mobiles

Photo 3: Culture bactérienne sur milieu GNO

Les résultats des tests biochimiques et physiologiques de I’identification sont reportés dans le
tableau XII.

La souche isolée a partir du I’échantillon du lait réfrigéré pousse bien sur gélose nutritive
ordinaire (annexe 1). Ce milieu non seélectif permet la culture des bactéries peu exigeantes
(GUILLAUME, 2004 ; GUIRAUD, 2003).

La culture apparait sous forme de colonies rondes de petite taille, de couleur blanche et d’un
aspect muqueux. Les bactéries sont GRAM (-). Elles sont trés nombreuses et douées d’une
mobilité flagellaire visible sous microscope optique a grossissement (x100).

La souche isolée est catalase positive, oxydase positive, ne réagit pas avec le rouge de
méthyle (réaction RM négatif). Elle dégrade le glucose, I’amygdaloside, 1’arabinose et le
mélibiose, en aérobiose sur la galerie biochimique API 20 E (photo 4). Elle hydrolyse également
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I’arginine et la gélatine sur la méme galerie. La croissance sur bouillon nutritif (BN) est
enregistrée a température de 4°C et pas a 41°C. La production de pyoverdine (pigment) est
visualisée sur milieu King B (couleur verte fluorescente) (photo 6).

Les caracteres morphologiques et les différents tests biochimiques et physiologiques
permettent d’identifier la souche isolée comme étant une souche appartenant a 1’espéce
Pseudomonas fluorescens (GUIRAUD, 2003). Ce résultat est confirmé par la production de la
pyoverdine sur milieu King B (KING et al. ,1954) (photo 6). La production de pyoverdine, est
favorisée par une teneur élevée en phosphate de milieu King B (GUILLAUME, 2004).

Parmi les bactéries GRAM négatives qui constituent la flore psychrotrophe dominante du lait
cru réfrigéré, le genre Pseudomonas occupe la premiere place (LECLERC, 1961 ; BUSSE,
1965 ; BOCKELMAN, 1969). Dans ce genre, le groupe des fluorescents prédomine. L’espéce
Ps. fluorescens est la principale espéce psychrotrophe caséolytique du lait cru et 95 % des souches
de cette espece, étudiées par SAMAGH et CUNNINGHAM (1972) liquéfient la gélatine et
produisent une protéolyse sur le lait écrémé, aux basses températures.

Les especes appartenant au genre Pseudomonas sont dotées d’une grande activité métabolique
(Protéolyse, lipolyse et la dégradation des substances carbonées) (THIERRY, 1997). THOMAS
et THOMAS, en 1973, montraient que 51 a 97 % des souches psychrotrophes isolées de laits crus
sont fortement protéolytiques et SCHULTZE et OLSEN(1970) rapportent que 90 % des cultures
de bactéries psychrotrophes isolées de laits ou de produits laitiers sont soit protéolytiques, soit
lipolytiques et que 66 % possédent ces deux activités.

En plus des différentes sources de contamination, telles que le sol, .I'eau et la nourriture, la
prédominance de genre Pseudomonas dans le lait est liée a I'état sanitaire de ’animal et de
I'équipement laitier (MILLIERE et VEILLET-PONCET, 1972).
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Photo 4 : Identification de la souche indicatrice par la galerie biochimique API 20 E.
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Tableau XII : Identification de la souche indicatrice par les tests biochimiques et

physiologiques
Test Résultats
catalase +
oxydase +
RM -
Croissance a 4°C +
Croissance a 41°C -
Production de pigmentation sur King A -
Production de pigmentation sur King B + (pyoverdine)
ONPG -
ADH +
LDC -
oDC -
CIT +
H,S -
API1 20 E (aprés 24 h Urée -
d’incubation) TDA NR
IND NR
VP NR
GEL +
GLU +
MAN -
IND -
SOR -
RHA -
SAC -
MEL +
AMY +
ARA +

Photo 5 : culture bactérienne sur

King A

Photo 6: culture bactérienne sur

King B
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3.5. Production de la nisine et étude de I’activité antibactérienne de la nisine sur la souche
Pseudomonas fluorescens

La souche purifiée Lactococcus lactis ssp.lactis a partir du fromage frais de lait camelin est
testée pour la production d’une substance antibactérienne autre que les acides organiques : la
nisine. Le surnageant de la culture bactérienne productrice de nisine est utilisé afin d’étudier son
effet antagoniste vis-a-vis de la souche de Pseudomonas fluorescens, isolée a partir de lait camelin
réfrigéré. Cette technique est préconisée par TAGG et MCGIVEN (1971).

Dans le but de tester in vitro, I’effet inhibiteur du surnageant de culture de la souche
nisinogene Lactococcus lactis ssp.lactis vis-a-vis la souche Pseudomonas fluorescens isolées
respectivement, a partir du fromage camelin et du lait camelin réfrigére, trois méthodes de
diffusion sur gel sont utilisées.

Aprés avoir élimine I’influence de I’acide lactique par neutralisation du surnageant, I’activité
antimicrobienne due a ’action de la nisine a révélé une action inhibitrice vis-a-vis du germe cible:
Pseudomonas fluorescens. Ce résultat est mis en évidence par les trois techniques de diffusion sur
gel en boites de pétri : la technique des spots, la technique des disques imprégnés de surnageant et
la technique des puits. Les résultats obtenus sont illustrés par les photos 7, 8 et 9.

L’effet antimicrobien du surnageant de culture neutralisé (SCN), bactéricide issu de
Lactococcus lactis a été démontré par plusieurs auteurs. Dans le méme contexte, DIOP et al.
(2009) ont montré un effet positif d’un SCN, issu d’une souche de Lactococcus lactis ssp .lactis
pour la conservation des poissons au Sénégal. La souche cible Pseudomonas fluorescens, produit
un tapis bactérien de couleur vert fluorescent du a la production de pyoverdine sur milieu
Mueller-Hinton (MHA), La gélose Mueller-Hinton est un milieu destiné a la réalisation
d’antibiogrammes par diffusion. Sa composition permet la croissance des bactéries non exigeantes
(GUILLAUME, 2004).

Ainsi, I’activité antibactérienne du SCN de la souche Lactococcus lactis ssp.lactis vis-a-vis Ps.
fluorescens a été mise en évidence par les trois méthodes utilisées. L’inhibition se traduit par la
formation de zones claires (Zi) de diametres différents selon la technique utilisée. La mesure de
diamétres moyens des zones d’inhibition (Zi) est présentée sur le tableau XIII pour les deux

techniques (techniques des disques et des puits) :
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SOUID 2011
Photo 7 : Activité antibactérienne Photo 8: Activité antibactérienne
du SCN vis-a-vis Ps. fluorescens du SCN vis-a-vis Ps. fluorescens
par la méthode des spots. par la méthode des disques.

Photo 9 : Activité antibactérienne du
SCN vis-a-vis Ps. Fluorescens par la
méthode des puits.

Tableau XIIl : Mesure de diamétres moyens des zones d’inhibition (Zi) pour la technique
des puits et des disques

Technique Diamétres moyens des zones d’inhibition Ecart-type
(Zi) en (mm)
Méthode des 8,75 (pour 4 puits positifs) +0,030
puits (*)
Méthode des 20,05 (pour 10 puits positifs) 10,022
disques

(*) : Diamétre des puits est égale a6 mm.
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Les 3 méthodes donnent des résultats positifs avec apparition des zones d’inhibition bien
distinctes (halos clairs) autour, des spots, des puits et des disques.

Les (Zi) ont des diamétres variables. Ces derniers se situent entre 9 et 18 mm avec une
moyenne de 8,75 mm (> 2 mm), obtenue par la technique des puits a partir de 4 puits considérés
comme positifs. Ce résultat est considéré comme positif selon THOMPSON et al. (1996).

Par la méthode des disques imprégnés de SCN, les diamétres des (Zi) varient de 12 a 29 mm
avec un diameétre moyen égal a 20,05 mm (au niveau de 10 disques).

La présente étude a montré que la méthode des spots était moins adaptée. Nous pensons qu’une
mauvaise répartition du SCN ou une diffusion de bactériocine insuffisante en sont responsables.
La méthode de la dilution critique du SCN a permis de calculer 1’activité antibactérienne en unité

arbitraire (UA) selon 1’équation de CHAMPAGNE (2007) :

A (UA/ ml) = (1000 / 10 pl) x (I/D).

Sachant que la dilution maximale permettant de donner encore une zone d’inhibition d’un

diametre supérieur a 2 mm par la méthode des spots, est la dilution 1/32 :

A (UA/mI) = 1000/10 x 1/ 1/32

A= 3200 UA / ml

L’activité antibactérienne estimée par la méthode de la dilution critique de MAYR-
HARTING et al. (1972), est donc égale a 3200 UA/ml. Mais cette mesure peut étre plus ou moins
acceptée. MEGHROUS et al. (1999) ont publié que ’estimation de l'activité d'une bactériocine
par la méthode de diffusion dans I'agar est une mesure relative, car la sensibilité de la bactérie
cible, le milieu de croissance utilisé, la concentration d'agar du milieu test, ainsi que la
concentration en bactériocine sont tous des facteurs pouvant affecter les résultats.

L’antagonisme de la souche Lactococcus lactis ssp.lactis contre des souches pathogénes a
GRAM négatif a été décrites dans la littérature (CHOI et al., 2000 ; TOPISIROVIC et al.,
2006 ; KUMARI et GARG, 2007 ; EL-SHAFIE et al., 2008). Les souches indicatrices étudiées
par ces auteurs examinées appartiennent aux deux espeéces : Escherichia coli et Salmonella sp.

En regle générale, les bactériocines des bactéries lactiques ne sont pas actives contre les

bactéries a GRAM négatif. Ceci est du a la différence dans la composition de I'enveloppe
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cellulaire des bactéries GRAM positives et GRAM négatives. Toutefois, certaines études ont
suggeéré qu'un changement des propriétés de perméabilité de la membrane externe suite a certains
traitements utilisés en combinaison avec des bactériocines ou encore des conditions de stress
rendraient les bactéries GRAM négatives sensibles aux bactériocines (ABEE et al., 1995;
CINTAS et al., 2001; DEEGAN et al., 2006).

SEBTI et al. (2002) et CARNEIRO et al. (1998) ont montré que pour améliorer 1’activité
antibactérienne contre les bactéries GRAM - insensibles aux bactériocines de bactéries lactiques,
les bactériocines ont €té associées a d’autres composés pour améliorer les durées de conservation
des aliments. Par exemple, 1’effet, dans un premier temps du lysozyme, suivi de 1’action de la
nisine, montre que les bactéries GRAM - sont lysées par la nisine. En effet, le nombre de
Campylobacter jejuni, Pseudomonas fluorescens ou encore Salmonella enterica est diminué de
I’ordre de 6 log sous I’action de la nisine dés que le lysozyme a une concentration de 10 pg.ml™
est utilisée. Ces données bibliographiques sont importantes, si I’on prend en considération ’une
des principales caractéristiques du lait camelin qui est sa richesse en lysozyme par rapport au lait
de référence (trois fois plus). Ceci pourrait expliquer I’importante activité antibactérienne de la
souche Lactococcus lactis ssp.lactis vis-a-vis Ps. Fluorescens, mise en évidence lors de la
présente étude.

Par ailleurs, la nisine et I’acide lactique agissent synergiquement sur Ps. fluorescens et Staph.
Hominis isolées a partir des poissons (NYKANEN et al., 1998 ; STEVENS et al., 1991). Ces
auteurs rapportent que la nisine inhibe la croissance des bactéries GRAM — quand elles sont
traitées simultanément avec 1’agent chélateur EDTA.

A notre connaissance, aucune étude sur I’effet de la nisine utilisée seule sur les Pseudomonas
n’a été signalée dans la littérature. Cependant, le spectre d'activité des quelques bactériocines
(comme la nisine) selon KLAENHAMMER en 1993, peut ne pas étre restreint aux especes
proches taxonomiquement ou méme occupant la méme niche écologique que la bactérie
productrice. D'un point de vue pratique, le champ d'activité d'une bactériocine peut étre plus ou
moins large suivant les conditions du milieu et la concentration en substance active.

Les résultats de cette étude sont encourageants dans la mesure ou ils révelent la possibilité
d’utiliser les ferments lactiques d’origine cameline, producteurs de nisine pour la préservation du
lait camelin réfrigéré contre les bactéries psychrotrophes, responsables de défauts fromagers. En
effet, la nisine est un métabolite primaire et sa biosynthese est fonction de la croissance
bactérienne (PIARD et DESMAZEAUD, 1992 ; RAY, 1992).
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Dans la pratique les applications de la nisine en industrie agroalimentaire sont limitées. En
France, a titre d’exemple, la nisine n’est autorisée que dans le cas des fromages fondus
(CORRIEU et al., 2008). La Nisapline™ est le seul exemple d'ingrédient concentré non purifié
qui est actuellement utilisé en tant qu'additif alimentaire. La Nisapline™ provient de la
fermentation du lait écrémé avec la souche productrice de nisine, Lactococcus lactis et elle est
utilisée de maniere efficace dans plusieurs applications alimentaires. Cependant, elle apparait
inefficace dans certaines applications (BENECH et al., 2002).

L’utilisation des ferments producteurs de nisine a également été étudiée par TOPISIROVIC
et al. (2006) et MORISSET et al. (2005) dans le domaine des produits carnés. Leur utilisation
dans les produits laitiers se limite a la fromagerie. La propriété de produire la nisine a d’abord été
envisagée pour I’inhibition de Clostridium botulinum et Clostridium tyrobuturicum dans les
fromages (LIPINSKA, 1957 ; TAYLORS, 1977).

Plusieurs raisons peuvent permettre 1’utilisation de la nisine comme additif alimentaire selon
CORRIEU et al. (2008). Tout d’abord, cette bactériocine est produite par un organisme
normalement utilisé dans les fermentations alimentaires. Elle ne présente pas de toxicité. De plus,
la nisine résiduelle dans les aliments est digérée, elle est en effet sensible a I’a-chymotrypsine.
D’autre part, les études restent rares sur les possibilités d’acquisition de la résistance a la nisine
par certains microorganismes, selon CARLSON et BAUER (1957), aucune acquisition de
résistance a la nisine n’a peut étre mise en évidence chez les microorganismes dans les aliments
contenant un fort taux de nisine. La résistance a la nisine a été mise en évidence chez certaines
types de bactéries telles que Streptococcus thermophilus et Staphylococcus aureus et Bacillus
spp. Cette résistance est liée a la production d'une enzyme, la nisinase qui est une
didehydroalanine réductase et qui désactive la nisine et la subtiline (HARRIS et al., 1991). La
résistance a la nisine a été aussi liée a la rigidité des membranes bactériennes et a leur faible taux
de lipides chargés négativement (CRANDELL et MONTVILLE, 1998).

Les inconvénients liés a I'emploi des bactériocines tient a leur spectre d'action réduit aux
bacteries a Gram positif et en particulier la flore lactique. Ce spectre dépend du pH, de la
température, de la composition et la structure de I'aliment. De plus, vue la nature protéique de la
nisine, son activité peut étre également réduite par des enzymes protéolytiques ou par oxydation,
lors d’interaction avec des métaux lourds, lors d’agitation excessive et apres une décongélation
(DAESCHEL etal., 1991).
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La connaissance de I'organisation génétique, de la régulation et des relations structure-fonction
des bactériocines pourra permettre de pallier ces problémes par la mise en place de procédés
antibactériens plus efficaces. Finalement, la connaissance du mode d'action des bactériocines est

essentielle afin d'optimiser I'effet antagoniste de ces derniéres et de limiter I'apparition de souches
résistantes (RICHARD, 1996).







CONCLUSION

Le lait de chamelle constitue la principale source alimentaire pour les éleveurs de
dromadaires au Sahara. Il ne semble pas différent de celui des autres animaux domestiques et
constitue un tres bon apport en nutriments de base (protéines, lipides, glucides et vitamines), et en
minéraux pour le chamelon et le consommateur. Le lait de chamelle a plusieurs vertus
thérapeutiques. Il est généralement consommé a I’état cru, fermenté, pasteurisé ou stérilisé. Il peut

étre aussi transformé en fromage malgré des difficultés inhérentes a sa coagulation.

La pratique courante de stocker le lait a basse température est a I'origine du développement
des germes psychrotrophes. Germes doués des activités protéolytiques et lipolytiques responsables
par la suite de ’amertume des produits laitiers et plus particulierement du fromage. D’autre part,
la production de substances antibactériennes telles que les bactériocines par les bactéries lactiques
du lait représente une voie intéressante pour la lutte contre les micro-organismes pathogeénes et/ou

indésirables.

Nous avons tenté a travers cette étude de contribuer d’une part a améliorer la conservabilité du
lait de chamelle généralement consommeé a I’état frais et d’autre part & maitriser la technique de sa
transformation en un fromage, conforme aux exigences du consommateur, par la diminution de
sa flore psychrotrophe, responsable des défauts d’amertume et de mauvais gotts. Cette flore est
essentiellement représentée par I’espece Pseudomonas fluorescens. L’inhibition de croissance de
Pseudomonas fluorescens, isolée a partir d’un lait de chamelle entreposé a 4°C durant plus de 3
jours, est mise en évidence in vitro par I’effet d’une bactériocine (nisine) issue d’une culture de la
souche lactique productrice Lactococcus lactis ssp.lactis. Dans le présent travail, la souche
nisinogene est isolée a partir du fromage frais a base de lait chamelle préparé au niveau du
laboratoire. Malgré les difficultés de coagulation du lait de chamelle, évoquées par de nombreux
auteurs, le fromage que nous avons obtenu se caractérise par un rendement non négligeable
(35,5%) et par des caractéristiques organoleptiques et rhéologiques acceptables. Nous avons
utilisés a la place de la présure commerciale, des extraits coagulants gastriques de dromadaires
agés (ECD), conformément a des travaux entrepris a I'université de Ouargla, a raison de 10 ml /
500 ml de lait.

L’identification, des souches isolées, a été réalisée sur la base de caractérisations

morphologiques et de tests biochimiques et physiologiques. L’étude de 1’effet antagoniste de




surnageant de la culture de Lactococcus lactis ssp.lactis vis-a-vis de Pseudomonas fluorescens a
montré une inhibition de la croissance de la souche cible par 1’effet bactéricide de la nisine. Pour
la recherche de I’inhibition bactérienne, nous avons adopté la technique de TAG et al. (1971).
Trois méthodes de diffusion sur gel sont utilisées et les résultats obtenus sont tres probants. La
mesure de diameétres des zones d’inhibition sur la culture de la souche cible a révélée une
variation des résultats pour chaque méthode. Les diamétres des zones d’inhibition varient de 9 a18
mm pour la technique des puits et de 12 a 29 mm pour la méthode des disques. La technique des
spots a donné des zones d’inhibition peu apparentes. On peut constater alors que la netteté des
zones d’inhibition dépend de la méthode utilisée. La méthode des disques semble la plus

intéressante.

Enfin, l'isolement des bactéries lactiques particuliérement a partir du fromage ou du lait de
chamelle et la mise en évidence de leur pouvoir antagoniste par la production des bactériocines,
contre la flore a GRAM négatif, constitue un sujet intéressant a approfondir dans la mesure ou peu

d’informations sont disponibles dans la littérature sur ces microorganismes.
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Annexe 01

Composition des milieux des cultures et des différents bouillons

utilisés :

milieux de - aspect de milieux avant aspect de milieux apres
Composition (g/l)
culture I’ensemencement I’ensemencement
Peptone de soja 5 4 .
Peptone de viande 2,5
Peptone de caséine 2,5
Extrait de viande 5
Extrait de levure 2,5
bouillon Lactose S
M 17 Acide ascorbique 0,5
Glycérophosphate de sodium 19
Sulfate de magnésium 0,25
pH=7,1
(milieu MI7 gélose: il s'agit du milieu précédant +
15 g/l d’agar.)
Peptone 10
Extrait De Viande 4
Chlorure De Sodium 5
G,NO Agar 13
(gélose
nutritive
o H=72
ordinaire) P
Extrait de viande 2
Hydrolysat acide de caséine 17,5
Amidon 1,5
Gélose 10
Mueller- pH =74

Hinton




milieu
King A +

milieu

King B

King A
Peptone
Glycérol
Sulfate de potassium
Chlorure de magnésium
Gélose

King B
Protéose-peptone
Glycérol
Phosphate di potassique
Sulfate de magnésium
Gélose

pH=17,2

20
10 ml
10
1,4
15

20
10 ml
15
15
15

milieu
T.S.1

Peptone

Extrait de viande
Extrait de levure
Chlorure de sodium
Glucose

Lactose

Saccharose
Citrate de fer
Hyposulfite de sodium
Rouge de phénol
Gélose

pH = 7.4

King A King B

milieu
K.I.LA

Peptone
Extrait de viande
Extrait de levure
Lactose
Glucose
Sulfate ferreux
Chlorure de sodium
Hyposulfite de sodium
Rouge de phénol
Gélose

pH = 7,4

bouillon
de Clark
et Lubs

Peptone
Phosphate Dipotassique
Glucose

pH

I
\‘




Peptone 10

Extrait de viande 5
Chlorure de sodium 5
Bouillon
Nutritif
(BN)
pH=7,2
Peptone 20
Nitrate de Potassium 1
Mannitol 2
milieu Rouge de Phénol 40 mg
Mannitol | Gélose 4
de
mobilité pH=8,1
Galerie constituée de 20
microtubes contenant milieux et
galerie substrats sous for,m(.a deshydratee
AP| 20 E permettant de réaliser 23 tests

biochimiques
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Annexe 02

Etapes de fabrication du fromage camelin frais au laboratoire

1) (2) (3)

(1) Echantillons du lait,

(2) Dispositif d’exsudation,

(3) (4) Egouttage du caillé,

(5) Caillé égoutté (aprés 24 heures d’égouttage),

(6) Fromage moulé.



Annexe 03

Coloration de Gram :

Y VY

YV V V V V

Y V VYV VY

Déposer une goutte d‘eau physiologique stérile sur une lame bien propre ;

Prélever un échantillon de colonie et mélanger avec la goutte d’eau, strier et sécher par
passage rapide sur la flamme d’un bec benzéne ;

Couvrir le frottis par du cristal violet pendant 60 secondes ;

Laver I’excés du colorant avec de I’eau distillée ;

Couvrir de lugol pendant 30 secondes ;

Laver a I’eau distillée pendant 5 secondes ;

Rincer immédiatement le frottis avec le mélange alcool - acétone en inclinant la lame et
par goutte a goutte jusqu’a disparition compléte de la coloration violette;

Laver a I’eau distillée pendant 5 secondes ;

Couvrir avec de la fuschine pendant 15 secondes

Laver a I’eau distillée pendant 10 secondes

Déposer une goutte d”huile & immersion sur le frottis et observer au microscope a un fort

grossissement.

Les cellules Gram+ absorbent la couleur du cristal violet et demeurent bleues violettes en

apparence, contrairement aux cellules Gram- qui apparaissent distinctement rosatres.



