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Introduction

Actuellement, la nécessité croissante d'aliments sains a incité l'industrie alimentaire a
développer de nouveaux produits fonctionnels. Ces aliments fonctionnels englobent ceux qui,
en plus de leur valeur nutritionnelle fondamentale, offrent des avantages pour la santé des
consommateurs (Ghazanfar et al., 2022). Parmi ces aliments fonctionnels, les probiotiques
ont émergé comme des acteurs clés, suscitant un intérét considérable en raison de leurs
implications potentielles pour la santé intestinale et globale. Les probiotiques sont des micro-
organismes vivants lorsqu'ils sont administrés en quantités appropriées peuvent contribuer a
améliorer la santé et le bien-étre de I'néte (Ashaolu, 2020). Ces derniers sont souvent vantés
pour leurs effets benéfiques sur la santé, ainsi que leur capacité a influencer des maladies
telles que le cancer et lI'obésité, qui sont associées a des desequilibres de la flore intestinale
(Srinivash et al., 2023). Leur efficacité dépend en grande partie du choix de I'espéece et méme
de la souche bactérienne spécifique sélectionnée. Parmi les souches bactériennes vivantes
choisies pour leur contribution essentielle au maintien de I'équilibre intestinal, les bactéries

lactiques se distinguent (Yadav et Shukla, 2017).

Les bactéries lactiques présentent comme des candidats probiotiques prometteurs en
raison de leurs multiples bienfaits pour la santé. Cependant, il est important de noter que
toutes les bactéries ne peuvent pas étre qualifiees de probiotiques, et il est crucial d'évaluer
leurs caractéristiques probiotiques ainsi que leur innocuité. Ces microorganismes doivent
présenter une forte résistance a l'acidité pour survivre dans les conditions tres acides de
I'estomac (Brodkorb et al., 2019). En outre, leur capacité a adhérer dans le tractus gastro-
intestinal (muqueuse intestinale et cellules épithéliales), empéche leur élimination par la
motilité intestinale. Grace a cette adhésion, ils peuvent se reproduire, coloniser et influencer le
systeme immunitaire, tout en éliminant de maniere compétitive les agents pathogenes
(Ashaolu, 2020). Cette capacité démontre leur aptitude a la bioconservation des aliments et
peut étre utilisée comme culture starter dans le processus de fermentation sous des conditions
contrblées. Par conséquent, I'isolement et la caractérisation des bacteries lactiques a partir de
différents aliments et produits fermentés traditionnels ont suscité un intérét de recherche ces
dernieres années (Alonso et al., 2019). Parmi les substrats alimentaires favorisant leur
croissance, le blé fermenté émerge comme une source prometteuse, offrant une plateforme

naturelle pour l'isolement et I'étude des bactéries lactiques.

Le Hamoum, un type de blé traditionnellement fermenté en Algérie, est fabriqué par
fermentation naturelle dans un silo souterrain appelé Matmora (Benmehel et al., 2019). Au-

dela de ses qualites sensorielles et gustatives, la fermentation confére au blé des
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caractéristiques nutritionnelles enrichies et favorise la prolifération de microorganismes
bénéfiques. Il est réputé pour ses propriétés préventives contre les troubles
physiopathologiques intestinaux (Nithya et al., 2023). Les bactéries lactiques isolées du blé
fermenté peuvent offrir une solution prometteuse largement utilisée dans les domaines
médical et alimentaire. Toutefois, peu d'études ont étudié de maniere approfondie les
propriétés probiotiques des bactéries lactiques isolées a partir du blé fermenté traditionnel,

que ce soit in vitro ou in vivo.

Dans cette optique, 1’objectif de cette étude consiste a poursuivre I’identification
phénotypique de quatre bactéries lactiques isolées & partir du blé¢ fermenté d’une part, et
d’autre part, évaluer in vitro, leurs propriétés fonctionnelles et technologiques, en mettant
l'accent sur leur potentiel thérapeutique. Et ce afin de sélectionner parmi ces dernieres la
souche présentant le plus grand potentiel probiotique et pouvant étre utilisée dans le domaine
biotechnologique ou dans des stratégies nutritionnelles préventives contre certaines

pathologies.
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I.1.0bjectifs de I’étude

Cette présente étude vise a poursuivre l'identification phénotypique de quatre bactéries
lactiques codées LB1, LB2, LB3 et LB4 isolées a partir du blé fermenté traditionnel (HAMOUM).
Elle s’intéresse également a 1’évaluation de leurs propriétés probiotiques fonctionnelles et

technologiques.

Les propriétés probiotiques de ces quatre isolats ont été comparées a celle d’une souche lactique

probiotique du genre Lactobacillus sp. choisie comme référence.
1.2.Lieu et période de travail

La partie expérimentale relative a cette étude a été effectuée aux laboratoires de Microbiologie
et de Biochimie au niveau de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie a ’'université Ibn

Khaldoun de Tiaret durant la période allant du 21/02/2024 jusqu’au 14/03/2024.
I.3.Matériel
1.3.1.Matériel biologique
1.3.1.1.Souches bénéfiques

e Isolats des bactéries lactiques issus du blé fermenté

Les bactéries utilisées au cours de cette étude pour 1’évaluation des propriétés probiotiques sont
des isolats lactiques codés LB1, LB2, LB3 et LB4 isolés a partir de blé fermenté traditionnel de type
Hamoum durant I’année 2022 au niveau du laboratoire de Microbiologie de la Faculté des Sciences
de la Nature et de la Vie de I'université Ibn Khaldoun, Tiaret. Ces isolats ont été conservés a long

terme en présence de 70 % de lait écrémé et 30 % de glycérol et stockés a -20 °C.
1.3.1.2.Souche lactique de référence

Une souche lactique probiotique du genre Lactobacillus sp. isolée d’un complément alimentaire

commercialisé sous le nom de Lactibiane®.
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1.3.1.3.Souches pathogenes

Les souches pathogenes utilisées dans cette étude sont Staphylococcus aureus (S.aureus)
ATCC6528 et Escherichia coli (E.coli) ATCC25929, ces souches nous ont été fournies par le

laboratoire Microbiologie de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie a ’université Ibn

Khaldoun de Tiaret.

1.3.2.Matériel de laboratoire et produits chimiques

Le matériel, les produits chimiques et les milieux de culture nécessaires a la réalisation de ce

travail sont présentés dans le tableau 1:

Tableaul.Matériel, produits chimiques et milieux de culture utilisés dans cette étude.

Appareillages

Milieux de cultures

Produits chimiques et
reactifs

Verreries et

Autres

Autoclave

Vortex (Velp)

Etuve (Memmert)
Microscope optique
(Optica)
Centrifugeuse (Sigma)
Bain marie(GFL)
Spectrophotometre
(Jenway 7205)
Balance analytique

(Oharus)

Man, Rogosa

et

Sharpe(MRS) liquide et

solide
Bouillon nutritif

Gélose au sang

Violet de gentiane
Fuchsine

Lugol

Alcool

Huile a immersion
Chlorure de sodium
(NaCl)

Vogues- Proskaeur
(1 et 1)

Tampon Phosphate

(pH=7,2)

Embouts jaune et
bleu

Boites de Pétri
Pipette Pasteur
Tubes & essali
Béchers

Anse de platine

Becbunsen
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1.4.Méthodes
1.4.1.Procédure expérimentale

La démarche expérimentale concernant cette étude est illustrée par I’organigramme suivant :

Quatre bactéries lactiques (LB1, LB2, LB3 et LB4) isolées du blé fermenté
Conservées dans 70% lait écrémé et 30% glycérol

[ Revivification des bactéries lactiques sur MRS liquide ]

N

Purification des bactéries ( repiquages successifs sur milieu MRS
solide-liquide, liquide-solide) T

S T ' 1

Pré-identification des isolats E\_/all_Jation des p_ropriétés
lactiques probiotiques (fonctionnelles et

technologiques)

Caractéres morphologiques 1 L !
N Innocuité des souches
‘ | '
_ - =
) v ¥
[ Examen macroscopique ] [ Examen microscopique ] [ Test d’hémolyse ]
Caractéres biochimiques et Adhési . it
L physiologiques ésion in vitro
[ ) ) \ \ 4 v
—>> Test de Catalase
4: : u Auto-agrégation ] [ Co-agrégation
Recherche de l'arginine ', i . -
3 dihydrolase (ADH) 9 E: F
\ J g I
~ ~ = s CRSE g SR
> Croissance a différentes I E.'“ .
L temperatures j Propriétés technologiques
— Thermorésistance EEENED l, @
S < “‘
1 Croissance a différentes | W et [ Activité protéolytique J
3 concentrations de Na ClI e
- ) ~ lj—‘:: -
—— Production d'acétoine l...iN -
. > \ ’

[ Conservation des souches a long terme a -20°C ]

Figure 1. Organigramme récapitulatif de la démarche expérimentale
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1.4.2.Revivification des isolats lactiques

Des prélévements d’isolats de cultures pures préalablement conservés a longue terme a -20 °C
ont été inoculés dans un bouillon MRS. Ces inoculations ont été suivies d’une incubation a 37 °C

pendant 24 h dans des conditions aérobies (LB1, LB2, LB3) ou anaérobies (LB4 et Lactobacillus
sp.).

1.4.3.Purification

La purification de ces isolats a été effectuée par des repiquages successifs sur milieu MRS
liquide puis un isolement en stries sur gélose MRS. La pureté des bactéries a été confirmée par des

observations macroscopiques et microscopiques.
1.4.4.Pré-identification des bactéries lactiques isolées

Apres la purification, les isolats obtenus ont subi une pré-identification en se basant sur les

caractéristiques morphologiques, biochimiques et physiologiques (Labioui et al., 2005).
1.4.4.1Caractéeres morphologiques
< Examen macroscopique

Cet examen impligue une observation visuelle des colonies obtenues sur la gélose MRS aprés
incubation a 37 °C, ou I'on décrit leur couleur, taille, contour et aspect, entre autres caractéristiques
(Delarras, 2007).

*,

% Examen microscopique

Cet examen a été effectué sur un échantillon bactérien prélevé a partir des colonies en culture
pure, puis préparé sous forme de frottis et soumis a la méthode de coloration de Gram (voir annexe
3). Cette méthode permet de déterminer la morphologie des cellules bactériennes, y compris leur
taille, leur forme et leur mode d'association (Carr et al., 2002).
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1.4.4.2.Caractéres biochimiques
« Test de la catalase
> Principe

La catalase est une enzyme respiratoire qui libere I'eau et I'oxygéne du peroxyde d'hydrogene
(Delarras, 2007).

Ho, EEEEE)  2H,0+0,

» Technique

Cette méthode consiste a prendre une colonie et a la déposer dans une goutte de peroxyde
d'oxygeéne. La formation de bulles est un signe de réaction positive (Delarras, 2007).

++ Recherche de I'arginine dihydrolase (ADH)

Ce test permet de déterminer la capacité des bactéries a dégrader un acide aminé qui est
I’arginine. La culture dans le milieu de base se manifeste par un virage au jaune du milieu di au
métabolisme de glucose. Si la souche dégrade I’arginine, elle produit I’ammoniac qui va augmenter

le pH du milieu et on observe un virage de couleur au violet (Hariri et al., 2009).
» Technique

Un milieu Moeller additionné d’arginine a été ensemencé par une suspension bactérienne, puis

incubé a 37°C pendant une durée comprise entre 24 h a 48 h (Hariri et al., 2009).

1.4.4.3.Caracteres physiologiques

D)

% Croissance a différentes températures

Des cultures jeunes de chaque isolat lactique ont été inoculées séparément dans des tubes
contenants le bouillon MRS. Ces tubes ont ensuite été incubés a des températures différentes, 30°C,
37°C et 45°C pendant une période allant de 24h a 72h. La croissance bactérienne se traduit par
I’apparition de trouble dans le milieu, comparativement au tube témoin non ensemencé (Badis et al.,

2005 ; Hariri et al., 2009)
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RS

% Test de la thermorésistance

Des tubes a essai contenant 5 mL de bouillon MRS sont inoculés par chacune des cultures
jeunes des bactéries lactiques et placés dans un bain-marie a une température de 63,5 °C pendant 30
min. Ensuite, ces derniers ont été incubés a 30 °C, I’apparition d’un trouble indique que la bactérie

est thermoreésistante (Badis et al., 2005).
«+» Croissance a différentes concentrations de NacCl

Des cultures bactériennes jeunes ont été inoculées dans des tubes contenant 5mL de bouillon
MRS additionné séparément de 6,5% et 9,5% de NaCl. Ensuite, ces tubes ont été incubés a 37°C
pendant 48h. La croissance est appréciée par I’apparition des troubles en comparaison avec un témoin

non ensemenceé (ldoui et al.,2009).
% Production d’acétoine

Pour réaliser ce test, du lait écrémé stérile a été réparti dans des tubes. Chaque tube a été
inoculé avec une culture jeune de bactérie lactique. Aprés une incubation a 37 °C pendant 24 h et
verification de la coagulation, cing gouttes des reactifs VPI et VPII ont été ajoutées a chaque tube
montrant une réaction positive, suivie d'une agitation vigoureuse. Apres un délai de 10 min, une

coloration rouge a indiqué la présence de I'aréme (N’tcha et al., 2016).
1.4.4.4 Evaluation des propriétés probiotiques

1.4.4.4.1.Innocuité des souches

1.4.4.4.1.1.Activité hémolytique

Des cultures bactériennes jeunes ont été ensemencées en stries sur une gélose au sang frais,
contenant 5% (v/v) de sang de cheval, et ensuite incubées pendant 48 h a 37 °C. Aprés incubation, les
souches bioactives ont été évaluées pour leur capacité a dégrader le sang, se manifestant par la
présence d'un halo clair autour des colonies démontrant une B-hémolyse et d'une zone verdatre autour

des colonies exhibant une a-hémolyse (Lee et al., 2011).
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1.4.4.4.2.Propriétés adhesives
1.4.4.4.2.1. Auto-agrégation

L'auto-agrégation de surface cellulaire a été réalisée selon la méthode décrite par Abdulla et al.
(2014) avec des modifications. Les cultures bactériennes de chaque isolat lactique incubées a 37°C
pendant 18 h ont été centrifugees a 4500 g pendant 15 min et a 4°C. Apreés centrifugation, les cellules
récoltées ont été lavées deux a trois fois avec une solution saline tamponnée au phosphate (PBS ; pH
7,2). Ces derniers ont été remis en suspension dans 4ml du tampon cité précédemment. Les
suspensions cellulaires ainsi obtenues ont été ajustées a un inoculum initial 108 UFC/mI (A). Ensuite
4ml de chaque suspension bactérienne ont été vortexés pendant 10 s et incubées a 37 °C pendant 3h.
Apres 3h d’incubation, la suspension supérieure a €té récupérée et 1’absorbance finale a ét¢ lue a
625nm (A;). Le pourcentage de l'auto-agrégation des cellules bactériennes a été calculé par la

formule suivante:

Ao: DO a0h A % = 1-(A1/Ag) X100

Aq: DOa3h
1.4.4.4.2.1.Co-agregation

Les taux de co-agrégation entre les souches lactiques et deux souches pathogénes
(Staphylococcus aureus ATCC6528 et Escherichia coli ATCC25929) ont été évalués en utilisant la
méthode décrite par Abushelaibi et al. (2014), qui repose sur la mesure des densités optiques des

souches lactiques en l'absence et en présence du pathogéne.

Les suspensions cellulaires ont été préparées selon la méthode décrite pour l'auto-agrégation.
Des volumes de 2 mL de suspensions de la souche lactique testée et de la souche pathogene ont éte
mélanges, puis vortexés pendant 10 secondes, avant d'étre incubés pendant 3 h a 37°C. Ces
suspensions cellulaires de chaque souche individuelle ont été utilisées comme témoins. Aprés
incubation, l'absorbance des souches lactiques testées (Ax), des souches pathogenes (Ay) et du
melange [Ax+y)] a été mesurée a 620 nm. Le pourcentage de co-agrégation a été calculé a l'aide de

I'équation suivante :
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Co-agregation % = {(Axo +Av0)/2 - Axsy)/ (Axo +Avyo)/2}x 100

Axo:DO en présence de la bactérie lactique a Oh
Ayo: DO en présence de la bacterie pathogénes a Oh

A(x+y) : DO du mélange aprés 3 h d’incubation

1.4.4.4.3.Propriétés technologiques
1.4.4.4.3.1.Activité protéolytique

L’étude de I’activité protéolytique des isolats lactiques a été réalisée par la méthode du disque
sur gélose MRS additionnée de 10% de lait écréme. Des disques imprégnés de 10 pLde chaque
suspension bactérienne ont été deposes a la surface de la gélose. Ensuite, les boites de Pétri ont été
incubées a 30 °C et a 37 °C pendant 24 h. La lecture des résultats s’effectue en mesurant les
diametres des zones d’hydrolyse autour des disques. L'activité protéolytique a été classée en fonction
des diamétres des halos : trés élevée pour un halo supérieur a 10 mm, moyenne pour un halo de 3 a
10 mm, et faible pour un halo inférieur a 3 mm (Alapont et al., 2015). Tous les tests ont été réalisés

en trois répétitions
1.4.4.4.4.Conservation des souches a long terme a -20°C

La conservation a long terme des isolats purifiés est réalisée dans un milieu contenant 70% de
lait écréemé et 30% de glycérol et conserves a une température de -20 °C au congélateur (Badis et al.,
2005).
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I1.1.1dentification phénotypique des isolats lactiques issus du blé fermenté
Les résultats des caractéres morphologiques sont présentés dans le tableau 2.
I1.1.1.Caracteres morphologiques

e Examen macroscopique

Les différentes bactéries lactiques étudiées présentent des aspects macroscopiques variés, mettant
ainsi en évidence la diversité des colonies observées. Les colonies des isolats LB1, LB2 et LB3 se
caractérisent par leurs petites tailles, leurs formes arrondies, bombées et leurs surfaces lisse de couleur
blanche. Par ailleurs, les colonies des isolats LB4 et la souche de référence Lactobacillus sp. sont de taille
moyenne, avec une forme bombeée et une surface lisse de couleur blanchétre, et présentant des contours

réguliers.
e Examen microscopique

L’examen microscopique a révélé que les quatre souches lactiques étudiées sont de Gram positive
ayant des formes différentes. Les cellules de trois bactéries LB1 LB2 et LB3 se présentent sous forme
coccobacilles a ovoides isolées, ou regroupees en pairs par ailleurs, les bactéries LB4 et Lactobacillus sp.

présentent des cellules de forme bacillaire, isolées ou disposées en amas.
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Tableau 2.Aspects macroscopiques et microscopiques des bactéries lactiques étudiées

Bactéries LB1 LB2 LB3 LB4 Lactobacillus sp.

Lactiques

Aspect

macroscopique

P, s 2 ] .- o .| g \'l e o
SN - B R s
i ; - A iR, ",;u‘” b ( S wery
microscopique . &t : N i e aw R ¥ N\ ;xyx/
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11.1.2.Caracteres biochimiques et physiologiques

Les résultats des caractéres biochimiques et physiologiques sont indiqués dans le tableau est au dessous.
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Tableau 3. Caractéres biochimiques et physiologiques des bactéries lactiques étudiées.

Lactobacillus
sp.
Catalase - - - - -

ADH + + +

Souches LB1 LB2 LB3 LB4

Croissance a

différentes T°C

30°C + + + + +
37°C + + + +
45°C + - + + +

Thermorésistance

+

63,5°C/30min - - - - -
Croissance a

6,5% Na CI - - - - -
Croissance a

9,5% Na CI - - - - -
Production

d’acétoine - - - - -

- . Reésultat négatif + :Reésultat positif

Les résultats obtenus dévoilent que les cing bactéries étudiées ne produisent pas de catalase.
Parallelement, les souches codées LB1, LB2 et LB3 sont capable d’hydrolyser 1’arginine, elles sont donc
ADH +. Cependant, les bactéries LB4 et la souche probiotique de Lactobacillus sp. n’hydrolysent pas
I’arginine. Ce qui est en accord avec Boukhemis et al. (2009), ces auteurs confirment dans leurs travaux
la non capacité d’hydrolyser 1’arginine de certaines souches du genre Lactobacillus a I’instar Lb.
acidophilus, Lb. delbrueckiis subs. bulgaricus et Lb. plantarum isolées a partir de différents biotopes. Par
ailleurs, I’hydrolyse de I’arginine par les souches LB1, LB2 et LB3 corroborent ceux dévoilé par Saidane
et al. (2022), ces derniers ont montré que la souche Leuconostoc isolée & partird’un fromage artisanal

algérien est capable d’hydrolyser 1’arginine en ammoniac.

L’identification physiologique a démontré que toutes les souches testées se développent a des
températures de 30°C, 37°C et 45°C, a I’exception de la souche LB2 qui est incapable de croitre a une
température de 45°C. De plus, aucune des souches étudiées n'est capable de se multiplier a une
température de 63,5°C.
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De méme, toutes les souches étudiées se sont révélées incapables de se multiplier dans un milieu

hypersalé contenant entre 6,5% et 9,5% de NaCl.

Les résultats concernant la production d’acétoine révelent que toutes les souches étudiées ne

produisent pas 1’acétoine.

Les resultats des caracteres biochimiques et physiologiques des isolats de coccobacilles, LB1,
LB2 et LB3, notamment I'hydrolyse de l'arginine, I'intolérance a un milieu hypersalé et l'absence de
production d'acétoine, ainsi que les résultats de l'année précédente, confirment que ces isolats
appartiennent au genre Leuconostoc, ceci sont identiques aux caractéristiques de 1’identification
phénotypique de ce genre décrites par Zarour et al.,(2013 );Terpou et al., (2019) et Saidane et al.,
(2022).

D’autre part, les résultats de 1'identification de l'isolat lactique LB4 ont confirmé que cette bactérie

appartient au genre Lactobacillus.

Les genres que nous avons identifiés dans nos échantillons sont cohérents avec les travaux de
Merabti et al. (2014) ; Tahlaiti et al. (2017), et Chadli et al. (2024) qui ont étudié I'identification
phénotypique des bactéries lactiques isolées a partir de blé fermenté algérien. Ces auteurs ont observé
que la majorité des isolats appartiennent aux genres Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc et

Enterococcus.

Les resultats des caractéristiques phénotypiques obtenus nécessitent des tests complémentaires

moléculaires afin de confirmer les espéces et les sous especes.
I1.2. Evaluation des propriétés probiotiques
11.2.1.Innocuité des souches

11.2.1.1. Activité hemolytique

Les résultats de l'activité hémolytique (annexe5) indiquent qu'aucune activité hémolytique n'a été
détectée. Aucune zone d'hémolyse n'a été observée autours des colonies, ce qui indique que tous les
isolats sont caractérisés par un type d'hémolyse y. En effet, I'absence d'activité hémolytique est considérée
comme une exigence de sécurité pour la sélection d'une souche probiotique. Ces résultats sont en accord
avec les travaux de Abbad et al. (2024) selon lesquels les souches de Lactobacillus sp. isolées a partir du

blé fermenté algérien ont démontré I'absence d'activité hémolytique.
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Dans une autre étude menée par Guetarni et al. (2024) portant sur I'évaluation des propriétés
probiotiques des bactéries lactiques isolées du blé dur et tendre, l'activité hémolytique est absente. Aussi,
Diana et ses collegues (2015) ont mis en évidence l'absence d'activité hémolytique chez Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides, isolé a partir de la séve d'Agave salmiana du Mexique.

11.2.2.Propriétés adhésives
11.2.2.1.Auto-agrégation

Les résultats de lI'auto-agregation des isolats lactiques testés apres une durée d’incubation de 3 h a
37°C sont présentés dans la figure 2.

LLBl1

80 - HLB2
N 70 A
§ 60 - LB3
w
g 50 - B4
(@]
g w0 .
> 30  Lactobacillus sp.

20 -

10 -

0

LB1 LB2 LB3 LB4 Lactobacillus
sp.

Figure 2. Pourcentage d’auto-agrégation des bactéries lactiques étudiées

Les valeurs représentées correspondent a la moyenne = EC de trois essais indépendants

De ces résultats, il ressort que les quatre souches bactériennes (LB1, LB2, LB3 et LB4) ainsi que la
souche probiotique de référence présentent une capacité d’auto-agrégation importante. Ce taux d’auto-
agrégation varie considérablement entre les cing souches testees, les valeurs sont situées entre 59,1 +
1,04% et 73 + 1,80%. On constate que la souche LB4, présumée Lactobacillus, présente le pourcentage
d’auto-agrégation le plus élevé, similaire a celui du Lactobacillus probiotique de référence, avec un

pourcentage de 73 £ 1,80%. En comparaison, les trois autres souches lactiques codées LB1, LB2 et LB3
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présentent des pourcentages d’auto-agrégation de I'ordre de 65,5 £ 0,5% ; 64,5 £ 1,32% et 59,16 + 1,04%,
respectivement. Ceci laisse suggérer que l'auto-agrégation élevee des bactéries lactiques peut résulter de
divers facteurs, tels que la production de substances polysaccharidiques extracellulaires, les interactions
électrostatiques entre les charges de surface des bactéries, ainsi que les forces de Van der Waals et les
liaisons hydrophobes. Ces mécanismes peuvent varier en fonction des espéces et des souches de bactéries
lactiques (Nikolic et al., 2010). De plus, une étude menée par Gomaa (2013) montre que plusieurs
souches potentiellement probiotiques telles que Lb. plantarum, Lb. paracasei et Lb. acidophilus
présentent des niveaux d'auto-agrégation compris entre 51,12% et 78,17%.

Des résultats similaires ont été observés dans des recherches antérieures qui rapportent que le
pourcentage d’auto-agrégation des Lb. delbrueckii et Lb. hirsilacticsest de 1’ordre de 75% et 74%,
respectivement (Srinivash et al., 2023; Chadli et al., 2024).

D’autre étude réalisée par Gunyakti et Asan Ozusaglam. (2019), démontre que la souche Lb.
Gasseri a une capacité d'auto-agrégation élevée, estiméee a 95 %. Aussi, Kassaa et al. (2014) confirment

que le taux d'auto-agrégation varie de 30 a 76 % pour différentes souches de Lactobacillus.

L'auto-agrégation dépend des propriéteés de la surface cellulaire des bactéries lactiques et est en
corrélation avec lI'adhérence a la muqueuse de la cavité buccale et du tractus gastro-intestinal (Rajoka et
al., 2017). Ces caractéristiques aident également a la liaison concurrentielle des souches de probiotiques

qui empéchent la fixation des agents pathogenes (Sagvekar et Gore, 2023).
11.2.2.2.Co-agrégation

Les résultats concernant le potentiel de co-agrégation des souches lactiques testées avec E.coli sont

représentés dans la figure 3.
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Figure3.Taux de co-agrégation des souches lactiques testées avec E. coli
Les valeurs représentées correspondent a la moyenne = EC de trois essais indépendants

L’ensemble des résultats mentionnés dans la figure 3, indiquent que la souche LB4 présente un
potentiel de co-agrégation tres important avec un pourcentage évalué a 26,66 + 1,09%. Ce taux est quasi
identique a celui de la souche probiotique de référence. Néanmoins, les souches LB1, LB2 et LB3
montrent des faibles capacités d’co-agrégation avec la souche d’E. coli en comparaison avec la souche de
référence et la souche LB4. Leurs pourcentages sont évalués a 6,56 + 0,29%; 13,33 + 1,09% et 6,19 +
1,09% respectivement. Ces résultats sont comparables a ceux obtenus par Zhanget al., (2013). IIs ont
démontré que la souche Ln. Lactis présente untaux de co-agrégation faible avec E. coli, le taux obtenu est
estiméa 10,74%.

Aussi, Ahmed et al. (2021) ont démontré que le taux de co-agrégation entre Lb. fermentum et E.
coli est de I’ordre de 20,29 + 5,34% a 35,85 + 0,77%.

La capacité de co-agregation des bactéries probiotiques est genéralement liée a une grande diversité
des propriétés, notamment les protéines d'adhésion a la surface cellulaire (Del Re et al., 2000). Kos et al.
(2003) ont démontré que les différences dans I'hydrophobie et I'hydrophilie de la surface cellulaire
structurelle de Lb. acidophilus M9, Lb. plantarum L4 et E. faecium L3 peuvent étre responsables de la

capacité de la souche a se co-agréger.
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Le phénoméne de co-agrégation pourrait étre di a une activité secondaire des composants de la
surface cellulaire impliquant des interactions aléatoires avec d'autres composants de la surface.
Schachtsiek et al.(2004) ont décrit le role d'une protéine de surface chez Lb coryniformis DSM 20001
codée par un géene cpf (facteur favorisant la co-agrégation) dans la capacité de la souche lactique a co-
agréger avec E. coli K-88, C. coli et C. jejuni. Il a été démontré que la capacité d'auto- et de co-agrégation
de Lb. acidophilus M92 est médiée par les composants de la couche superficielle protéique (couche S),
d'une taille approximative de 45 kDa (Kos et al., 2003).

Ce phénomeéne implique également I'adhésion des cellules probiotiques aux fimbriae exprimées a la
surface cellulaire des agents pathogénes (Reid et al., 1988). Cela s'explique par le fait que plusieurs
études ont démontré que les bactéries lactiques probiotiques peuvent entraver l'attachement des agents
entéropathogeénes aux cellules épithéliales intestinales en se liant aux mémes sites récepteurs de glucides
que les pathogénes (Nesser et al., 2000 ; Mathipa et al.,2017).
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Figured.Pourcentages de co-agrégation des souches lactiques testées avec S. aureus

Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + EC de trois essais indépendants

Les résultats des taux de co-agrégation (figure 4) des quatre souches lactiques testées, ainsi que de
la souche de référence, avec la souche de S. aureus évoquent que tous les souches LB1, LB2, LB3 et

LB4 présentent une capacité de co-agrégation variée et importante. Le potentiel de co-agrégation le plus

-20-



Chapitre 11 Résultats et discussion

puissant a été observé chez la souche LB4 avec un taux de 61,45 + 1,30% suivie par LB1, LB3 et LB2
avec des taux de I’ordre de 50,62 + 0,62% ; 50,2 + 0,95% et 42,9 £ 0,95% respectivement.

Ces résultats sont différents de ceux obtenus par Zhang et al. (2013).Ces derniers indiquent un taux
de co-agrégation de 1’ordre de 24,41% pour la souche Ln. lactis avec S. aureus. Il va de méme pour
I’étude de Choi et al. (2018), leurs résultats montrent que le taux de co-agrégation de la souche Ln.
mesenteroides KCCM43060 avec S. aureus est évalué a 40,2%, ce qui révéle une capacité de co-

agrégation inférieure a celle dans notre étude.

La forte capacité de co-agrégation observée entre les bactéries probiotiques et les bactéries
pathogenes a Gram-positif repose sur la similitude morphologique de leur paroi cellulaire. Cette relation
est renforcée par leur nature hydrophobe, car toutes deux possedent une épaisse couche de peptidoglycane
(Arif et al., 2021). L’aptitude de co-agrégation des bactéries lactiques met en évidence leur fort potentiel
dans la lutte contre les micro-organismes indésirables en libérant des agents antimicrobiens a proximité
des bactéries pathogenes. Pendant le processus de co-agrégation, les bactéries probiotiques maintiennent
un environnement défavorable pour les agents pathogénes en produisant des composés antimicrobiens a
des concentrations élevées (Souza et al., 2019). Ce maintien de I'environnement hostile autour des agents
pathogénes agit comme un mécanisme de défense crucial de I'n6te contre les infections intestinales
d'origine alimentaire (Abdulla etal., 2014 ; Sathyapriya et Anitha, 2019 ; Bindu et al.,2021).

11.3.Propriétés technologiques

11.2.3.1.Activité proteolytique

Les résultats de l'activité protéolytique des souches lactiques testées sont indiqués dans le tableau 4.
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Souches T30°C T37°C
LB1 23,5+ 2,85 20+ 1,09
LB2 18 +2,12 14,3+ 0,81
LB3 19,75+ 1,70 20+ 1,22
LB4 20+ 2,94 19,3+0,51

Lactibacillus
sp. 19,5+0,54 19,3+0,51

Tableau 4.Diamétres (mm) de protéolyse obtenus par les souches lactiques
Les valeurs représentées correspondent a la moyenne +EC de trois essais indépendants

Les résultats obtenus montrent que toutes les souches testées présentent une activité protéolytique
importante et trés élevée sur la gélose MRS additionnée de 10% de lait écrémé, a deux températures
d’incubation 30 et 37°C.

A une température de 30 °C, il est clairement observé que la souche LB1 présente une forte activité
protéolytique par rapport aux autres souches, avec un diametre de zone d'hydrolyse de 23,5 mm, suivie
par la souche LB4 avec une zone d'’hydrolyse mesurant 20 mm. Les souches LB2, LB3 et Lactobacillus
probiotique ont montré des diamétres respectifs de 18 mm, 19,75 mm et 19,5 mm. Cela implique que les
quatre isolats lactiques ainsi que la souche Lactobacillus probiotique de référence testés sont capables de
produire et de sécréter des enzymes protéolytiques extracellulaires responsables de I'hydrolyse des
molécules de caséine de couleur blanchatre et opaque en fragments peptidiques incolores, produisant ainsi

une zone claire autour de la culture.

Parallélement, les résultats de 1’activité protéolytique a température de 37°C mettent en évidence
une activité importante chez les quatre souches bactériennes (LB1, LB2, LB3 et LB4), ainsi que chez la
souche probiotique de référence. Cette activité varie considérablement entre les cing souches testées, avec
des valeurs allant de 14,3 + 0,81 a 20 + 1,22mm.

Nos résultats corroborent avec ceux obtenus par N’tcha et al. (2016), qui ont démontré que les
souches Lb. fermentum, Lb. casei, Ln. mesenteroides, St. thermophilus se sont révélées étre
protéolytiques, avec des diameétres de protéolyse variables de 24 + 5,30 mm a 27,5 £ 10,61 mm. Il va de
méme pour 1’étude Alegria et al. (2013), leurs résultats montrent que lI'espece Ln. mesenteroide possede
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une forte activité protéolytique, ce qui peut étre expliqué par une lyse cellulaire libérant ainsi les enzymes
protéolytiques nécessaires. En effet, la majorité des bactéries lactiques isolées du lait de chévre algerien
ont démontré leur capacité de produire une zone d'hydrolyse claire sur la gélose au lait écrémé. Cela

impliquait que la majorité des bactéries lactiques possédent des protéines protéolytiques extracellulaires.

Cependant, l'investigation réalisée par Kalbaza et ses collaborateurs (2018) indique des diamétres

de protéolyse relativement faibles qui ne dépassent pas 8 mm chez la souche Lb. brevis.

Le systeme protéolytique des bactéries lactiques est complexe, il est composé de trois éléments
principaux : des protéases liées a la paroi cellulaire, qui amorcent la dégradation de la caséine en
oligopeptides, des transporteurs de peptides et des peptidases intracellulaires, qui hydrolysent les peptides
en acides aminés (Liu et al., 2010). La protéolyse des bactéries lactiques est essentielle pour produire les
peptides et les acides aminés nécessaires a leur croissance, ainsi qu'a la production de métabolites qui

contribuent a la formation de la saveur dans les produits fermentés (El-Jenia et al., 2015).
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Conclusion

Les bactéries lactiques suscitent un grand intérét en raison de leurs valeurs
nutritionnelles et thérapeutiques dans les secteurs agroalimentaires et pharmaceutiques. Parmi
ces microorganismes, les bactéries lactiques isolées a partir des aliments fermentés
traditionnels présentent des propriétés probiotiques, contribuant ainsi a I'équilibre du
microbiote intestinal et a la promotion de la santé digestive. Dans ce contexte, la présente
étude vise a poursuivre l'identification phénotypique de quatre bactéries lactiques isolées du
blé fermenté traditionnel (Hamoum), ainsi qu'a évaluer leurs propriétés fonctionnelles et

technologiques.

Les résultats de l'identification phénotypique des quatre isolats lactiques du blé
fermenté ont permis de mettre en évidence la sélection de deux genres : Leuconostoc pour les
isolats LB1, LB2, LB3, et Lactobacillus pour l'isolat LB4. Parallelement, les résultats
d’évaluation des propriétés probiotiques de quatre souches lactiques testées ne révelent

aucune activité hémolytique, ce qui confirme leur innocuité.

Les quatre souches bactériennes LB1, LB2, LB3 et LB4 ainsi que la souche de
référence présentent des taux d’auto-agrégation importants et varient entre les cing souches
testées, les valeurs se situent entre 59,1% +1,04 et 73% +1,80. On constate que la souche LB4
présente le pourcentage le plus éleve évalué a 73% + 1,80. Ce taux est quasi identique a celui

de la souche de référence.

Le pouvoir de co-agrégation des quatre bactéries étudiées avec deux souches
pathogenes, E. coli et S. aureus, varie d’une souche a une autre. La souche LB4 présente un
fort potentiel de co-agrégation avec des pourcentages évalués a26,66% +1,09avec E. coli et
61,45+1,30% avec S. aureus. Néanmoins, les souches LB1, LB2 et LB3 montrent de faibles
capacités de co-agrégation avec les souches d’E. coliet S. aureus, en comparaison avec la
souche de référence et la souche LB4, avec des taux de 1’ordre de 6,56% =+ 0,29; 13,33%
+1,09 et 6,19% = 1,09et50,62% + 0,62 ; 42,9% +0,95 et 50,2% = 0,95, respectivement.

Les résultats obtenus montrent que toutes les souches testées présentent une activité
protéolytique importante et trés élevée sur la gélose MRS additionnée de 10% de lait écréme,
a deux températures d’incubation, 30 et 37°C.Par conséquent, ce travail affirme que les quatre
souches lactiques testées peuvent étre considérées comme de bons candidats probiotiques et
pourraient étre proposees pour de futures applications dans le domaine de la santé et de

I'alimentation, ouvrant la voie a des innovations prometteuses dans la création de produits
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Conclusion

alimentaires plus sains et plus durables. Cependant, il est clair que des tests supplémentaires
et des investigations in vivo sont nécessaires afin de valider et consolider ces résultats. Les

perspectives de cette étude actuelle visent a :

o ldentifier les isolats lactiques par le bais des galeries api 50CH et par les
techniquesmoléculaires telles que la PCR...).
e Evaluer les autres propriétés technologiques des quatre bactéries lactiques testées

e Déterminer les propriétés probiotiques des bactéries lactiques in vivo
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Annexe 1.

Composition des milieux de cultures utilisés

Milieu MRS (de De Man Rogosa et Sharpe)

Peptone bactériologique

Extrait de viande

Phosphate dipotacium............coovuiuiiiiiiii e
Acétate de sodium

Citrate d’ammMONIUIM . .. ..o ottt ettt ettt et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees

Sulfate de magnésium............oooeiiiiiiiiii e 2,0g
Sulfate de manganese ...........coovviiiiiiiiiiii i e, 0.05¢g
Stérilisation A 121°C Pendant 15min pH 6.2

e Gélose nutritive :
Pour 1 litre de milieu :
TIYPIONE. .. 5,09
EXErait de VIANGE.......oveieiiiiie ettt s 1,09
EXIrait de JOVUIE.......oieee et 2,09
Chlorure de SOQIUM..........ooiiieiicceee e 5,09
A AT QAT .ottt 12,0g



Annexes

(Delarras, 2007).

Annexe 2.

Préparation de tampon phosphate (pH 7,2)

NA2ZHP O .o 2
T NAH2POA . ..o e 0.44¢g
N AL e 8g
Eau distill€e ..o 1L
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Annexe 3.

Technique de coloration de Gram selon Hans Christian Joachim (1884).

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

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

- Couvrir le frottis par du cristal violet pendant 1min

- Laver I’exces du colorant avec de 1’eau

- Couvrir de lugol pendant 30 secondes

- Laver a I’eaudistillée

- Rincer immédiatement le frottis avec le mélange alcool

- Aceétone pendant 10 secondes

- Ringerimmédiatement a 1’eau;

- Couvrir avec la fushine et laisser agir de 30 secondes a 1 minute

- Laver abondamment a 1’eau

- Sécher délicatement avec du papier buvarde (la lame doit étre totalement séche)

- Observer a I'immersion en pleine lumiére: mettre une goutte d’huile a immersion sur

la lame. Observer a I’objectif x 100.
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Annexe 4.

Résultats d’identification biochimique

= o "5—3:-“&4——&--» e —

Figurel. Résultats de la production d’acétoine des isolats lactiques.

(Photo prise lors de I’expérimentation)
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Annexe 5.

Résultats de I’innocuité des souches

Figure 2. Résultats de 1’activité hémolytiques des isolats lactiques (LB1, LB4).

(Photo prise lors de I’expérimentation)

Annexe 6.

Résultats des propriétés technologiques

Figure 3.Résultats de I’activité protéolytiques des isolats lactiques.

(Photo prise lors de I’expérimentation)
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Résumé

Les aliments fermentés traditionnels sont une source ancestrale de nutrition et de
bienfaits pour la santé, regorgeant de bactéries lactiques probiotiques. Ces microorganismes
jouent un réle essentiel dans la fermentation de ces aliments, contribuant ainsi a I'équilibre de
la flore intestinale et a la santé digestive. Dans cette optique, la présente étude vise a
poursuivre l’identification phénotypique de quatre isolats lactiques issus du blé¢ fermenté
traditionnel (Hamoum), ainsi qu'a évaluer leurs propriétés fonctionnelles et technologiques.
La pré-identification des quatre isolats lactiques a été effectuée par les tests morphologiques,
biochimiques et physiologiques. Les propriétés probiotiques ont été évaluées a l'aide des tests
suivants: activité hémolytique, capacité d'auto-agrégation et de co-agrégation, ainsi que
I'activité protéolytique. Les résultats de l'identification phénotypique des quatre bactéries
lactiques testées ont confirmé la présence des genres Leuconostoc et Lactobacillus. De plus,
I'évaluation des propriétés probiotiques des quatre souches lactiques a révélé l'absence
d'activité hémolytique. Les quatre souches ont montré une bonne capacité d’auto-agrégation,
variant de 59,1% + 1,04 a 73% + 1,80. Leur pouvoir de co-agrégation avec E.coli était
compris entre 6,19% + 1,09 et 26,66% +1,09. En outre, leur capacité de co-agrégation avec
S.aureus a présenté un pourcentage élevé, supérieur a 61,45% + 1,30. Une activité
protéolytique importante a été observée chez toutes les souches lactiques testées. Ces résultats
suggerent que les quatre bactéries lactiques sélectionnées déemontrent un potentiel probiotique
prometteur.

Mots clés : bactéries lactiques, blé fermenté traditionnel (Hamoum), probiotique, propriétés
fonctionnelles et technologiques.
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