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ABSTRACT

The raw milk is an important reservoir of microbia diversity can have important
biotechnological applications, in particular to improve the unique characteristics of dairy
products. For this effect, eight strains of autochthonus Lactobacilli have been isolated from
goat and cow raw milk of the local Algerian populations (Setifian and Kabyle). The strains
were then identified by phenotypic and molecular approaches by amplification and
sequencing of 16S rDNA as Lb.casel (C4, C5, V2 and V5), Lb. paracase (C6) and
Lb.plantarum (C7, C8, C10). Virtualy al the strains studied, from a technological point of
view, produced lactic acid concentrations at or above 0.899.100 mL™. Most strains exhibit a
high capacity and are actively producing proteol ytic proteases in the stationary phase between
24 and 30 hours. The strains studied can be used in the starter cultures or co-cultures for
making cheese.
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1. INTRODUCTION

L es bactéries lactiques sont un groupe hétérogene de bactéries utilisées comme cultures starter
pour les produits laitiers, la viande et les fermentations végétales [1]. Elles contribuent
également a diverses applications industrielles dans les aliments et |es boissons fermentées, en
vrac et la production de produits chimiques finis ainsi que dans la fabrication de produits
pharmaceutiques [2].

Les technologies laitiéres représentent toutefois le principal secteur d’application des
bactéries lactiques. Dans la fabrication fromagere, elles jouent un réle primordia dans les
premieres étapes de la transformation du lait, mais €elles interviennent aussi, directement et
indirectement, dans la phase d’affinage et dans la qualité sanitaire des produits. Leur action
est liée principalement & deux aspects de leur métabolisme : la production d’acide lactique et
I’activité protéolytique [3]. La Protéolyse est importante pour affecter le golt de base de
fromage, mais son role peut étre plus lié a la fourniture de substrats pour les enzymes
impliquées dans le catabolisme des acides amineés, qui sont souvent le taux limitant pour la
formation de saveur [4]. L’utilisation industrielle de starters composés de bactéries
autochtones semble étre une voie plus prometteuse, peu étudiée [5]. Le lait cru et le lait
fermenté traditionnel sont riches en souches de bactéries lactiques avec de nouvelles
propriétés [6]. Le criblage et la caractérisation de cette microflore est trés intéressant pour
isoler de nouvelles souches avec des fonctions technologiques potentiellement applicables
dans l'industrie alimentaire [7].

A travers cette étude, nous allons mettre en place une collection de souches de bactéries
lactiques autochtones, caractérisees par des méthodes phénotypique et moléculaire, ayant une
application dans I’industrie alimentaire et, déterminer leurs propriétés technologiques afin
d'examiner leur application potentielle comme composantsde cultures starter dans la

production de fromage.

2. MATERIALSAND METHODS
2.1. Isolement et purification des bactéries

Huit souches de lactobacilles ont été isolées a partir de lait de chevre de la variété Kabyle et
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de lait de vache de la variété Setifienne de la région de Khemis Milian wilaya de Ain defla,
Algérie. L’isolement a été réalisé sur gélose MRS (Institut Pasteur, Algérie). La purification
consiste a réaliser des repiquages successifs sur gélose et bouillon MRS, avec une incubation
a 30°C pendant 24h, jusqu’a I’obtention des colonies de méme taille, méme forme et méme
couleur renseignant sur la pureté des souches. Les isolats purifiés ont éé différenciés par
I’examen macroscopique, microscopique (coloration de Gram), la recherche de la catalase,
I’oxydase et la nitrate réductase.

La conservation des souches a été réalisée dans un milieu contenant 70% de lait écreme
(enrichi par 0.05 % d’extrait de levure et 0.05 % de glucose) et 30% de glycérol et stockés a
une température de -20 °C [8].

L’identification biochimique et physiologique des souches isolées a été réalisée par
I’application des méthodes classiques décrites par plusieurs auteurs ([9], [10], [11]) :

La croissance a différentes températures 10°C, 37°C et 45°C; Lacapacité de survie en présence
de 2%, 4% et 6,5 de NaCl, Laproduction de I’arginine dihydrolase (ADH) sur bouillon Moeller
[12], et I’hydrolyse de I’esculine sur milieu gélosé & 0,5% d’esculine [13], Le caractere homo
ou hétérofermentaire a éé mis en évidence sur le bouillon de Mac Cleskey. La production de
gaz se manifeste par |la montée du bouchon de la gél ose blanche additionnée aprés inoculation,
L’utilisation de citrate a été étudiée sur gélose semi solide au lait citraté et la production
d’acétoine a été déterminée en utilisant le test V osges-Proskauer sur lait écrémé a9%. Le profil
fermentaire des sucres a été étudié sur bouillon MRS (sans glucose et sans extrait de viande)
additionné de 40 mg/l de pourpre de bromocrésol comme indicateur de pH (MRS-BCP) [14]
pour les sucres suivants :glucose, lactose, galactose, xylose, amidon, fructose, saccharose,
cellobiose, adonitol, arabinose, raffinose, sorbitol, salicine, et mannitol [8].

2.2. Caractérisation moléculaire des bactéries lactiques isolées (Amplification et
sequencage de 16SrDNA)

L'ADN a été extrait des isolats selon Fischer et al., (1997) [15] et a éé utilise comme matrice
pour I’amplification partielle des ARNr 16S. Les fragments d’ADN ont été séparés sur gel

d'agarose selon Sambrook et al., (1989) [16]. Les marqueurs de tailles utilises sont les
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EZ-LOAD 100 pb (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Les amorces universelles sont SSU for (3’-
TGCCAGCAGCCGCGGTA-5") et SSU rev (5’- GACGGGCGGTGTACAA-3’).

Les amplifications d’ADN ont été réalisées dans un thermocycleur My Cycler’” PCR
(Bio-Rad). Le mélange réactionnel contient: 2 pL de tampon de PCR concentré 10X
(Fermentas), 1,2 uL de MgCl, a25 mM, 0,4 uL du mélange de dNTP a 10 mM, (Fermentas),
1 pyL de chaque amorce a 10 uM, 0,5 U de Tag polymeérase (Fermentas) et environ 100-200 ng
d’ADN génomique dans un volume final de 20 L.

Les amplifications par PCR ont été réalisées dans les conditions suivantes : une premiere étape
de dénaturation a 94 °C pendant 4 min. Ensuite, |e mélange aété soumisa 35 cycles detrois
étapes de 30 s chacune (une étape de dénaturation a 94°C, une phase d’hybridation des amorces
a la température spécifique 58°C et d’une phase d’élongation a 72°C). Une élongation finale a
72 °C pendant 10 min a été réalisée. Les amplicons ont été analysés sur un gel a 1% (m/v)
d'agarose en TAE 0,5X (Tris acétate 20 mM, EDTA 0,5 mM). Les fragments ont été ensuite
visualisés sous UV a254 nm aprés incubation des gels dans une solution de bromure d'éthidium
a 0,5 ug/mL pendant 15 min. Les gels ont été analysés grace a I’utilisation d’un appareil
GelDoc (BioRad) et du logiciel d’analyses d’images Quantity One.

Le séquencage d’ADN a été effectué par la société Beckman Coulter Genomics

(https://myproj ect.beckmangenomics.com/myp/home?sitei d=col & mapid=home). Une

recherche dhomologie a éé effectuée en utilisant le programme BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/). Les alignements multiples ont été réalisés a I’aide du
programme ClustalW de Bioedit et DNAbaser.

2.3. Caractérisation technologique

La lipolyse est mise en évidence sur gélose aux triglycérides tandis que la |écithinase a été
détectée par la formation des opacifications sur gélose enrichie de jaune d’ceuf [10].

L activité acidifiante des souches a é&té déterminée par mesure de pH des cultures inoculées a
raison de 1% (v/v) dans du lait écrémeé reconstitué a 10% apres 6 h et 24 h, et simultanément,

par dosage de I’acidite titrable en présence de phénolphtaléine [9].
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Déter mination del'activité protéolytique

Initialement, I'activité protéolytique a été testée par la méthode des puits sur gélose MRS
additionnée de lait écréme a 10 %. Les zones claires autour des colonies est un indicateur
positif de la protéolyse [17].

L’activité protéolytique des surnageants, obtenus aprés 8 000 x g a 4°C pendant 20 min des
cultures bactériennes, ensemenceées a raison de 2% (v/v) dans le bouillon MRS et incubées a
37°C pendant 0, 6, 24, 30 et 48 heures, a é&é déterminée par la méhode de Chopra et
Mathur., (1983) [18]. Un mL du substrat (1% de caséine dans le tampon phosphate 0,05 M,
pH 7) est incubé a 37 °C pendant 15 minutes, puis 1 mL de surnageant est gjouté. Aprés
mélange, laréaction est terminée par addition de 2 mL de TCA 0,4 M, puisfiltré et le mélange
est ensuite incubé & 37 ° C pendant 20 mn. Pour le blanc, avant I’addition d’enzyme, le
substrat est précipité avec du TCA, puis traité comme décrit ci-dessus. A 1 mL du filtrat
obtenu apreés précipitation au TCA, 5 mL de carbonate de sodium 0,4 M et 1 mL de réactif de
folin sont gjoutés et le tout est incubé a 37°C  pendant 20 mn. La lecture de I’absorbance A
est faite & 750,m. Les activités protéol ytiques sont exprimées en unités/m.

2.4. Traitement des données et Analyse statistique

Le logiciel SPSS (version 20, SPSS IBM) est utilisé pour I’analyse statistique entre les
parametres technologiques (pouvoir acidifiant et activité protéolytique). Les résultats sont
considérés comme non-significatif lorsque P> 0,05 en appliquant le test t (2-tailed). Le

test Pearson de corrélation est réalise pour examiner lesdiverses corrélations.

3. RESULTSAND DISCUSSION

3.1. Identification des bactérieslactiques

L’identification phénotypique des huit souches de bacteries lactiques a conduit a attribuer ces
isolats aux especes suivantes, Lb. casel (4), Lb. paracasei (1) et Lb. plantarum (3). Cette

identification a été confirmeée par le séquencage de 16 S rDNA amplifié par PCR (figure 1).
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Fig.1. L'électrophorése des produits de PCR obtenus. C : marqueur detaille; 1: Lb. casei
(C4); 2: Lb.casai (C5); 3: Lb.paracasei (C6) ; 4 : Lb.plantarum (C7) ; 5: Lb.plantarum
(C8) ; 6: Lb.plantarum (C10) ; 7: Lb.casei (V2) ; 8: Lb.casei (V5)

Les caractéristiques phénotypiques des souches testées dans cette éude sont présentées dans
le tableau 1. Les souches de Lb. plantarum étaient capables de croitre a 45°C et ne produisent
pas de NHg a partir de I’arginine et hydrolysent I’esculine [19] sauf la souche 8 qui a montré
une incapacité d’hydrolyser I’esculine. Cette derniere tolére une concentration de 6,5% (p /v)
de NaCl. Une faible tolérance au sel a été également trouvée pour les souches identifiées
comme Lb. casei. Seules les souches Lb.casei 4 et Lb. plantarum 8 sont pourvues d’un
caractéere hétérofermentaire

Toutes les souches fermentent la majorité des sucres (fructose, lactose, saccharose, sorbitol,
galactose, salicine, raffinose et glucose). Lb. paracasei C6 est incapable d’utiliser I’arabinose
et le raffinose [20]. Par ailleurs, Lb. paracasel a également présenté une notable diversité
phénotypique [21]. Les souches de Lb. plantarum fermentent le mannitol et le raffinose [22].
Tandis que I’utilisation des autres sucres est variable et semble étre dépendante des souches.
Les quatre souches de Lb .casei des populations différentes (caprine et bovine) sont

différenciées par la capacité d’utilisation de xylose.
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Table 1. Caractéristiques phénotypiques des souches isol ées

© AN ® g
O = O O
s 8 § £ 5§ o o
Espéces " o @ g g g - =

¢ & & 5 & 5 & ¢

£t 3 5§ ® ® 3 32 3

s 5 s s s s 5 3
Gram + + + + + + + +
Catalase - - - - - - - -
Oxydase - - - - - - - -
Nitrate réductase - - - - - - - -
Type fermentaire hété homo homo homo héé homo homo homo
Esculine - + - + - + . +
Dextrane + + + - + + + +
Citratase + + - + - - - -
Hydrolyse de I’ Arginine - - - - - - - -
Croissance a(°C)
10 + + + + + + + +
37 + + + + + + + +
45 - + - + + + + +
Croissance a (% p/v, NaCl)
2 + + + + + + + +
4 + + + - + + - -
6,5 - - + - + - - R
Profil fermentaire
Adonitol - - - - - - -
Amidon - - - - -
Arabinose + + - - - + + +
Cellobiose + + + + + - + +
Fructose + + + + + + + +
Galactose + + + + + + + +
Glucose + + + + + + + +
Lactose + + + + + + + +
Saccharose + + + + + + + +
Salicine + + + + + + + +
Sorhitol + + + + + + + +
Raffinose + + - + + + + +
Xylose - - - + - + + +
Mannitol + + + + + + + +

(+) : réaction Positive ; (-) : réaction Négative ; (Hom) : homofermentaire ; (Hété) :
hétérofermentaire
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3.2. Caractérisation technologique

Tous les isolats ont été testés pour des caractéristiques technologiques importantes pour
I'utilisation des bactéries lactiques dans I'industrie laitiére. Les essais inclus : la capacité a
métaboliser le citrate, I’activité lipolytique, acidifiante et protéolytique.

La possibilité de synthése de diacétyle a partir du citrate est caractéristique de certaines
souches de bactéries lactiques entrant dans la composition des cultures de démarrage. Le
diacétyle est I'un des composés les plus importants qui affectent I'aréme des produits laitiers,
en leur donnant la saveur analogue a celle du beurre [ 23]. Les résultats révélent que toutes les
souches étudiées sont productrices d’acetoines (VP™).

L activité lipasique n’a été détectée que chez les souches de Lb.plantarum et une seule souche
de Lb.casai (V2). Les bactéries lactiques sont peu lipolytiques, bien que quelques especes
possedent des lipases et /ou des estérases qui sont capables d’hydrolyser des matieres grasses
du lait [24].

Le facteur déterminant dans le développement des textures et des caractéristiques
organol eptiques des fromages est |e potentiel enzymatique des souches utilisées comme des
cultures starter dans la fabrication du fromage. Les cultures lactiques jouent un réle crucia au
début de la fermentation, en développant I'acidité et favorisant la coagulation. En outre, elles
sont impliquées dans la maturation et |e dével oppement de I'arébme des fromages [ 25].

Dans tous les produits laitiers, la production rapide d'acide lactique par les bactéries lactiques
au début de la fermentation est une étape cruciale pour obtenir des produits avec de bonnes
propriétés sensorielles et hygiéniques. La production rapide d'acide lactique par les souches
de bactéries lactiques dépend de leur systéme protéolytique, la capacité de métaboliser le
lactose et la résistance des bactéries au stress acide [26]. Par conséquent, les activités
acidifiantes et protéolytiques des isolats sont trés importantes pour leur sélection dans les
cultures starter.

En fait, une souche lactique pour étre considérée comme un bon candidat pour l'inclusion
comme un démarreur, il devrait produire suffisamment d'acide pour réduire le pH du lait a des
valeursinférieures a5,3 aprés 6 h d'incubation dans le lait a 30°C [27].

La capacité acidifiante de huit souches de bactéries lactiques testées a été déterminée au bout
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de 6, 12 et 24 h d’incubation a 30°C. Les résultats sont présentés dans le tableau 2.

Dans notre étude, tous les lactobacilles testés ont montré une capacité de réduire le pH a des
valeurs inferieures a 6 (entre 5.43 et 4.55) apres 6 heures d’incubation et peuvent coaguler le
lait écrémeé apres 24 h d'incubation. Bien qu'il y ait des variations dans la production d'acidité
entre les souches de ces espéces, ces différences sont devenues plus marquées au cours de
temps, avec des valeurs alant de 0.89 & 1.11g 100 mL™* d’acide lactique pendant 24 h
d'incubation, en fonction de la souche (p <0.05). ([28], [29], [30]) ont montré qu’il y a une
variation dans les valeurs de pH entre les souches a I’intérieure de la méme espece et ont
classé les souches de bactéries lactiques étudiées comme éant rapide ou lente par rapport a
leur pouvoir acidifiant. Les souches utilisées dans cette étude peuvent étre adaptées pour leur

sdlection dans | es cultures starter du fromage.

Table 2. Activité acidifiante de 8 lactobacilles apres 6 et 24 heures d’incubation

Temps d’incubation (h)

6h 24h
Souches pH aciditétitrable pH aciditétitrable

(g 100mL ™) (g 200mL ™)
Lb.casei C4 4,97+0.017 0.6+0.10 4,20+0.000 1.1+0.10
Lb.casei C5 4,97+0.00 0.6+0.10 4,52+0.068 0.95+0.50
Lb.paracasel C6 4,55+0.050 0.59+0.10 4,36+0.005 0.90+0.10
Lb.plantarum C7 5,43+0.025 0.50+0.10 4,24+0.052 1.11+0.17
Lb.plantarum C8 4,75+0.043 0.60+0.10 452+0.028 0.99+0.11
Lb.plantarum C10  4,85+0.043 0.46+0.10 450+0.005 0.89+0.05
Lb.casei V2 5,40+0.005 0.57+0.05 4,49+0.005 1.04+0.55
Lb.casei V5 4,99+0.005 0.6+0.10 4,45+0.113 1.03+£0.57

Vaeursexpriméesen (moyenne * écart type).

La technique de gélose au lait écrémé a été utilisée pour examiner qualitativement I’activité
protéolytique des isolats. La protéolyse a été observée par la production des halos clairs, apres
24 h d'incubation, autour des colonies isolées. Lataille de la zone claire dans la gélose au lait
écrémé indique I'éendue des protéinases produites de lactobacilles [17].Tous Les isolats sont

révél és protéol ytiques.
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Les bactéries lactiques sont des organismes exigeants. Pour une croissance optimale, elles
dépendent de la présence de petits peptides et acides aminés libres dans le milieu de culture.
Etant donné que la concentration d’acides aminés et de peptides libres présents dans le lait ne
suffit pas pour la croissance des bactéries lactiques, ces bactéries doivent étre capables de
dégrader les protéines du lait ; cela constitue la base de leur utilité dans I'industrie laitiére. La
dégradation de la caséine et de l'utilisation ultérieure des produits de dégradation
protéolytique nécessite un systeme complexe constitué de proteinases, des peptidases et des
acides aminés et des transporteurs de peptides [31]. Les résultats obtenus pour I'activité

protéasique de huit  souches testées sont présentés dans lafigure 2.

3,50 -
= 3,00 -
“‘E‘- 2
% 2,50 B ® Lcaseil
=
=2 = Lcasei2
%‘ 2’00 | ¥ Lparacasei
% 1,50 ® Lplantarum1
\% = Lplantarum?2
E 1,00 - = Lplantarum3
5] i Lcaseid
= 0,50 -

© Lcased

0,00 B T T T T
0 6 24 30 48
Temps (h)

Fig.2. Evolution de I’activité protéolytique (unités/mL) des souches ensemencées dansle

bouillon MRS a37°C.

Les résultats indiquent que la plupart des souches produisent activement les protéases exo
cellulaire dans la phase stationnaire précoce de la croissance cellulaire. Les activités les plus
élevées ont été trouvées entre 24 et 30 heures, a titre d’exemple, Lactobacillus casei V2 a
atteint un taux de 2.48 et 3.00 U/mL apres 24 et 30 heures d’incubation respectivement.
Mémes résultats ont été trouvés par Kholif et a., (2011) [32]. Il a été égaement mentionné
que, l'activité de la protéase maximale (0,14 U/ml) est apparue au début de la phase

stationnaire ([33], [34]). L’analyse de corrélation des données présentées dans la figure 2
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suggerent qu'il y avait une faible relation non significative entre les activités protéol ytique et
acidifiante (p=0.3). Certaines études sur les Lactobacilles confirment ces résultats ([35], [36],
[30]). La variabilité des performances technologiques des souches provenant de sources

naturelles n’est pas surprenante ([37], [38]).

4. CONCLUSION

Les souches étudiées avec leurs aptitudes technol ogiques distinctes peuvent étre un outil bien
adapté a la production de nouveaux produits laitiers avec des propriétés physicochimiques et
sensorielles différentes par leur contribution a l'acidification du lait et alaformation d'arbmes

et de saveurs en raison de leurs activités enzymatiques.
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