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Introduction

Le lait cru fournit une matrice facilement accessible, riche en une grande variété de
nutriments essentiels: des minéraux, des vitamines et des protéines. Il est par conséguent
essentiel al’ ensemble des fonctions du corps (Steijns, 2008). 1l représente un milieu fortement
atérable par voie microbienne en raison de sa forte teneur en eau, de son pH proche de
neutralité et de sa richesse en composants biodégradables (lactose, protéines et lipides).
(Huyghebaert, 2006). Cette richesse permet la transformation du lait cru en divers produit
laitiers fermentés.

Historiguement ces produits fermentés ont été produits pour prolonger la durée de
conservation du lait (Coagan, 1996). Leur nature dépend de: type du lait cru utilisg, le

prétraitement, les conditions de fermentation et |e traitement ultérieur.

La fermentation lactiqgue implique principaement des bactéries lactiques qui sont
responsables, de transformation du lactose en acide lactique, elles sont égaement
responsables en partie du gout et du la texture des produits laitiers fermentés (Johnson et
Steele, 2001) .Leur utilisation permet de satisfaire les besoins du point de vue sanitaires en
industrie alimentaire et permet d'inhiber la prolifération des micro-organismes pathogenes,

ainsi d’assurer une bonne conservation des aliments(Rosse,2002).

De nombreuses études scientifiques montrent que les produits laitiers préparés
traditionnellement a partir du lait cru ont des saveurs typiques et des qualités nutritionnelles

de plus en plus recherchés par e consommateur (Chammas et al ., 2006).

En effet, plusieurs pays ont exploité leurs richesses concernant les produits laitiers
fermentés traditionnels, notamment le Maroc, la Tunisie, I'Egypte, la Turkiye, le
Sénégal...Mais en Algérie peu d’ auteurs ont cherché a caractériser la flore microbienne de ces
produits fermentés traditionnelles tel que le djben, le raib,et le I’ben qui sont les plus

populaire.

C’ est dans ce contexte que s'inscrit notre travail qui porte sur :

» Une éude de la qualité physico-chimique et microbiologique du I’ ben traditionnel issu
du lait cru de vache, prélevé dans différentes régions de trois wilayas en Algérie
(B&aia, Sétif et Tizi Ouzou)

> |solement, purification et identification partielle des bactéries lactiques caractérisant

les différents échantillons du |’ ben traditionne! .
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|.Lelait:

|.1. Lelait destinéal alimentation humaine:

Lelait destiné al’ alimentation humaine a été défini en1909 par le congrée international de
la répression des fraudes: « Le lait est le produit intégral de la traite totale et interrompue
d’'une femelle laitiere bien portante bien nourrie et non surmenée. Il doit étre recueilli

proprement et ne pas contenir de colostrum ». (Larpent et al., 1996).

|. 2. Lait cru devache et sa composition physico- chimique:

Le lait sans indication de I’ espece animale de provenance correspond au lait de vache.
C’est un liquide opague, de couleur blanche, plus au moins jaunétre selon la teneure de la
matiere grasse en béta-caroténe, sa saveur est douce, son odeur est faible. Il contient une forte
proportion d’eau (environ 87%). Le reste est représenté par I’ extrait sec (environ 130g par
litre). (Larpent et al., 1997).

Les principaux constituants physico-chimiques du lait cru de vache sont représentés dans

le tableau si- dessous :

Tableau | : principaux constituants physico-chimiques du lait cru de vache. (Dillon, 2008).

composants Composition moyenne du lait cru de vacheen g /I
Eau 900
Extrait sec 130
Matiere grasse 35-40
totawx 30-35
protéines caséines | 27-30
abumines | 3-4
Glucides (lactose) 45-50
Matiere minérale 8-10
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Le lait contient également des anticorps, des hormones et peut parfois contenir des

résidus d’ antibiotiques (Vilain, 2010).

|.3. Caractéristiques physico-chimiquesdu lait cru de vache:

Les caractéristiques physico-chimiques du lait cru de vache (tableau I11) varient
sensiblement selon les espéces animales, et méme selon les races (Rahai et Ménard,
1991).Ces caractéristiques varient également au cours de la période de lactation, de la traite
ou de |’allaitement. Elles sont aussi tributaires de la nature de |’ alimentation des animaux

(Coulon et al., 1995).

Tableau | : Caractéristiques physico-chimiques du lait cru de vache (Bourgeois et al., 1990).

Caractéristiques Valeurs
pH (a20°C) 6,6

Densité 1,030-1,033
Température de congélation (°C) -0,53
Acidité (°D) 16-18
Indice de réfraction (a20°C) 1,35

Point d’ ébullition (°C) 100,16

|.4. Lamicrofloredu lait :

Le lait contient peu de micro-organismes lorsgu’il est prélevé dans de bonnes conditions,
apartir d un animal sain (moins de 5000 germes/ml) (Larpent et al., 1997).

Le lait dans les cellules du pis est stérile (Tolle, 1980), mais la glande mammaire, la peau
du pis, le matérie de traite, lalitiere, la qualité de I'air et les pratiques des éleveurs sont des
sources de contamination (Ménard et al., 2004).

Le lait cru peut étre contaminé par différents microorganismes avant, pendant et apres la

traite ; ils peuvent étre classés dans les flores suivantes :
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|.4.1 Floreoriginelle (indigéene) :

Lorsqu’il est prélevé dans des bonnes conditions, le lait contient essentiellement des

germes saprophytes du pis et des canaux galactophores.

Tableau |11 : Lafloreindigene du lait (Lamontagne et al., 2002).

Micro-or ganismes Pour centage(%)
Micrococcus 30-90
Lactobacillus 10-30
Sreptocoques lactiques (Streptococcus <10
thermophilus)

Gram’ <10

|.4.2.Lafloredecontamination :

1.4.2.1. Laflorepathogéne:

Elle présente un danger pour le consommateur c'est le cas de : Mycobacterium bovis,
Mycobacterium tuberculosis, Bacillus cereus, et des représentants des genres Brucella et
Salmonella (Bourgeois et al., 1996).

1.4.2.2. Laflorepsychrotrophe:

Il Sagit essentillement de : Acinetobacteres, Clostridium, Pseudomonas et
Flavobacterium qui se développent a une température de 3 a 7°C. (Leveau et Bouix, 1993).
Listeria monocytogenes capable de se multiplier & une température comprise entre 0°C et
10°C est qualifiée de ce fait de psychrotrophe (de Roissart, 2001).
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I1. Lesproduitslaitierstraditionnels:

L’augmentation de la production du lait durant certaines saisons, la difficulté de sa
préservation sous laforme fraiche a conduit au développement des technol ogies de production
traditionnelle (Lahsaoui, 2009). La consommation des produits laitiers est également associée
a des effets bénéfiques sur la santé en plus de leurs valeurs nutritionnelles (Takahiro et al.,
2007).

La transformation du lait cru de vache en produits laitiers traditionnels, tels que le Raib,
L'ben et Jben est rédisée via une fermentation spontanée sans I'gout d’'une entrée
sélectionnée.

Ces produits ont une grande importance culturelle médecinale, et économique (Lahsaoui,
2009) .Effectivement, les produits laitiers fermentés traditionnels les plus populaires en

Algérie sont : el-zebda, leraib, lejben et le |’ ben.
II.I.Lel "ben:

[1.1.1. Latransformation du lait en I’ben :

Le lait est abandonné a lui-méme jusgu'a sa coagulation. Celle-ci se fait a température
ambiante et dure 24 a 48 h suivant la saison. Le barattage qui lui succéde dure 30 440 min. A
lafin du barattage, on goute généralement un certain volume d'eau (environ 10 % du volume
du lait), chaude ou froide, suivant latempérature ambiante, de fagon a ramener la température
de I'ensemble a un niveau convenable au rassemblement des grains de beurre ; produit de
grande valeur marchande (Tantaoui-Elaraki et al., 1983).

I1.1.2. La qualité physico-chimique du I'ben :

La composition chimique du I’ ben est variable, elle dépond des localités, des régions des
fermes, de la composition chimique du lait de départ et de procédure de fabrication. (El-
Baradei et al., 2008).

Les valeurs moyennes des principaux constituants du |” ben sont indiquées dans le tableau
IV (page6) :
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Tableau IV : Qualité physico-chimique du |’ ben (Tantaoui Elaraki et al., 1987). :

pH 4,2

Aciditétitrable 8,29 en acide lactique
Proténestotales 25,60/1

Lactose 26,99/

Matiere seche totale 899/

[1.1.3. Laqualité microbiologique du I’ben :

Les premiéres éudes sur la composition microbiologique des laits fermentés (Tableau V)
datent de lafin du 19éme siécle (Oberman et al., 1998).
Tableau V : Lamicrobiologie du I’ben (Tantaoui-Elarakiet EI Marrakchi ,1983)

Streptocoques, Leuconostoc, Lactobacilles:
flore majoritaire dans le |’ ben, jouent un
Bactéries lactiques réle important dans I’ élaboration du I’ ben

(acidification, aromatisation)

Se dével oppent régulierement, notamment
Levures et moisissures avec I’ acidification mais n’ atteint jamais un
nombretrés élevé .Participent ala
production d’ aromes.

Coliformes, streptocoques fécaux, laflore
totale aérobie mésophile : déterminent la
Autres microflores qualité hygiénique du produit, leur nombre
est variable.

Le I’ben peut se contaminer aussi par des microorganismes pathogenes tel que Salmonella
sp , Saphylococcus aureus ,Clostridium perfringens ,Clostridium botulinum , Esherichia coli
et certaines moisissures , la source de cette contamination peut étre I’animal, I’ environnement

ou I"homme (Vignola, 2002).
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[11 : Lesbactérieslactiques:

[11.1. Définition et principaux caractéresdes bactérieslactiques:

Les bactéries lactiques sont tres anciennes, elles sont apparues avant les cyanobactéries,
il ya prés de trois milliard d’années (Tailliez,2001). Elles forment un groupe hétérogene
composé de coques et de bacilles, dont la principale caractéristique est la production d’ acide
lactique a partir de la fermentation des sucres (Badis et al., 2005). Elles sont définies comme

des cellules vivantes, procaryotes, hétérotrophes et chimio-organotrophes.

Tableau VI : Principaux caractéeres des bactéries lactiques : (Badis et al., 2005).

Principaux caractéres des bactéries lactiques

Forme Coqgue ou bacille
Coloration de Gram Gram®
Type respiratoire Aéro-anaérobie facultatif
Type de fermentation Homofermentaire ou hétérofermentaire
Spore Asporulé
mobilité -
catalase -
oxydase -
Nitrate-réductase -

Glucide fermentescible

Exigences nutritionnelles Acide gras

Acides aminés

Peptides

Vitamines et sel's minéraux
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[11.2. Identification et classification des bactérieslactiques:

Schillinger et Luke en 1987 ont étés les premiers qui ont proposé une clef d'identification
des bactéries lactiques de la viande basée sur la comparai son des caractéristiques typiques des
différentes especes. (Ammor, 2004)

Les critéres morphologiques sont considérés comme la caractéristique clé pour décrire et
classer les genres des bactéries lactiques. De cefait , elles peuvent étres classer a environ vint
genres dont Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus et Streptococcus représentent les
principaux genres.

Des méthodes physiologiques et biochimiques sont adoptées tel que la croissance a
certaines températures ,a certaines concentration de NaCl, a différent pH, la production de
Co, en milieu glucosé, le profil de fermentation de nombreux sucres...(Vandamme et
al.,1996),

Actuellement, des méthodes génotypiques sont adoptées .Ces des techniques basées sur
I'analyse de I’ADN permettant une meilleure différenciation des micro-organismes a
différents niveaux alant du genre jusqu’'a la souche en fonction des méthodes utilisée
(Gevers,2002) . Le séquencage directe du géne d ARN;16s est I’une des méthodes les plus

puissantes pour I’ identification en une seul e étape d’ une souche inconnue. (Ammor,2005).

[11.3. Intérét des bactérieslactiques:

I11.3.1. Lafermentation lactique :

Les bactéries lactiques sont parmi les plus importants groupes de micro-organismes
utilisés dans les fermentations aimentaires. (Hikmate et al., 2012). Elles participent a la
fabrication de produits laitiers fermentés. Les bactéries lactiques homofermentaires
composent majoritairement les ferments utilisés pour transformer le lactose en acide lactique.
Elles sont également responsables, en partie, du golt et de la texture des produits laitiers
fermentés (Johnson et Steele, 2001).

[11.3.2. La production de composeés antagonistes:

Les bactéries lactiques ont la propriété de produire des composants antagonistes tels
gue des acides organiques (acide lactique et acide acétique), qui font baisser le pH dans le
milieu, des bactériocines qui renforcent la conservation (Bekhouche et Boulahrouf, 2005), la
synthése du peroxyde d’ hydrogéne qui peut s accumuler et ére inhibiteur de différents micro-
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organismes par |’oxydation des lipides membranaires et la destruction des protéines
cellulaires(Zalam et al.,2005).

En effet, I’ utilisation des bactéries lactiques permet de satisfaire les besoins de point de
vue sanitaire en industrie aimentaire, et permet dinhiber la prolifération des
microorganismes pathogenes et ainsi d’ assurer une bonne conservation des aliments (Ross et
al., 2002).

11 .3.3. Propriétés probiotiques:

De nos jours, les bactéries lactiques sont, de plus en plus, recherchées pour des

qualités thérapeutiques dans des préparations appel ées probiotiques (Patrignani et al., 2006 )

Les produits contenant des bactéries probiotiques peuvent avoir un effet
prophylactique et ainsi prévenir un déséquilibre de la flore intestinde ou un effet
thérapeutique en rétablissant I’ équilibre de laflore intestinale lorsqu’il est perturbé (De Vrese
et al., 2001).

Les bénéfices potentiels des probiotiques vont de la Suppression de I’ activité de certains
pathogenes, de |I'améioration de I’utilisation du lactose (De Vrese et al., 2001), de la
réduction du cholestérol sanguin et du niveau de substances carcinogenes, de I’'inactivation de
composes toxiques (Bottazzi, 1994). Les probiotiques participent al’ activation de I'immunité

et alaréduction d alergies chez les sujets arisque (Heyman et al., 2006).
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|.Lieu et duréedu travail :

L’ éude réalisée a porté sur le I’ben traditionnel produit dans trois wilaya en Algérie:
Bgaia, Sétif et Tizi Ouzou. (Tableau |, annexe 1). Elle a été réalisée au niveau du laboratoire
de microbiologie (Bloc 09) de I’ université A. Mira de Béaia sous la direction et |’ orientation
du D" Faradji durant une période de trois mois, allant de 22 Février 2015 jusgu’ au
21 mai2015.

Les analyses physico-chimiques ont été réalisées au niveau du laboratoire de contrdle de
gualité et de conformité SNC PREVOL AB, situé aEl-Kseur (Bgaia).

L’ étude réalisée est scindée en deux grandes parties :

» Etude de la qualité physico-chimique et microbiologique du I’ben collecté des
différentes régions des wilayas de Bgaia, Sétif et Tizi Ouzou.
> Isolement, purification et identification partielle de la flore lactique caractérisant les

échantillons du I’ ben analysés.

II. Etude de la qualité physico-chimique et microbiologique du I’ben :

I1.1 Echantillonnage:

L’ étude a porté sur quatorze échantillons du I'ben traditionnel dont onze collectés de
différentes régions de la wilaya de Bgaia:(Tizi, Fénaia, Oued Ghir, Bolimat, Amizour,
Adekar, Tichy ,Kendira, PK7(entrée de Tichy),Toudja et Timezrit) ,deux échantillons sont
collectés de la wilaya de Sétif(Tizi N'bechar et Ras-EIma) et un échantillon collecté de la
wilaya de Tizi Ouzou (Bouzgan).Environ 300 ml du I’ben sont transférés dans des flacons
stériles, étiquetés puis transportés a température ambiante au laboratoire, dans une durée qui

ne dépasse pas six heures .
[1.2 Etude de la qualité physico-chimique::

Afin d’ évaluer la qualité physico-chimique des échantillons du I'ben collectés, quatre

parametres physicochimiques ont été étudiés :
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[1.2.2.Mesuredu pH :

La mesure de la valeur du pH est réalisée al’aide d’un pH-métre (HANNA pH 211) bien
étalonné au préalable (Figure 01).

Figure 01 : pH-métre HANNA pH 211

[1.2.2.Mesuredel’acidité Dornic:

10 ml du I’ben additionné de deux a trois gouttes de phénolphtaeine (BIOCHEM
CHIMOPHARMA) a 1% et titré avec du NaOH (BIOCHEM :31945200) (1/9N) a I’aide
d’ une burette de 50 ml, sous agitation jusqu’ au virage de la couleur vers un rose maintenu au

moins cing secondes(Figure 02).

Titrage avec du
NaOH 1/9N
sous agitation

/S = =
e ——

Jusqu’a I'apparition d’une
10 ml du Deux a trois gouttes de couleur rose maintenue au
I'ben phénolphtaléine a 1% moins 5 secondes

Figure 02 : Mesure de |’ acidité Dornic
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Le résultat est exprime selon laformule suivante :

Aciditéen °D = Vx10 V : volume de NaOH nécessaire pour letitrage.

1°D=0,1g d’ acide lactique par un litre.

I1.2.3.Mesuredetaux delamatieregrasse (MG) :

Le taux de la matiére grasse est déterminé par la méhode de Gerber appelée auss la
méthode acide-butyrométrique, on introduisant dans |’ appareil de Gerber (figure 03) 10 ml
d’ acide sulfurique a une concentration de 95% , 11 ml du I’ben et 1ml d’ alcool iso- amylique.
Le mélange subit une centrifugation a 1200/min tours par 5 minutes a |I’aide d une

centrifugeuse FUNK E-Ger ber (figure 04).

Le résultat est exprimeé en g/l en appliquant laformule suivante :

B : Lalecturefaite al’ extrémité supérieure de laMG

MG (g/l)= (B — A) x100
A : La lecture faite a I’extrémité inferieure de la MG

Figure 03 : Appareil de Gerber Figure 04 :Centrifugeuse FUNK E-Gerber

[1.2.4.Mesuredeladensité:

Ladensité (d) du I’ ben est déterminée selon laformule suivante :

— MVx
MVe

d

12
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My x - Lamasse volumique du |’ ben
My, .La masse volumique de 'eau
My, 0,998 Kg /|

Sachant que :

my

Myy = =
VX VX

my . La masse du I’ben

Vx.Le volume du I'ben
|1.3.Etude de la qualité microbiologique :

11.3.1 .Préparation desdilutions décimales :

Une série de dilutions décimales est réalisée, apres homogénéisation de I’ échantillon, 1ml
de ce dernier est prélevé stérilement a |’ aide d’ une micropipette , puis introduit dans un tube
contenant 9 ml d’eau physiologique (dilution 10™%). A nouveau, Iml de cette derniére est
introduit dans un deuxiéme tube contenu 9 ml d’eau physiologique (107?).Le procédé est

répété jusqu’ al’ obtention de la dilution 10°° (figure 05).

n
J Iml Iml Iml Iml Iml Iml
TN YT YT TN YT N YT YT
L'ben (D) R W [
9Iml d eau
physiologique | -’ . - = =
10* 102 10° 10* 10° 10° 107 10® 10°

Figure 05 : Préparation des dilutions décimales.
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[1.3.2.Analyses microbiologiques des échantillons::

Les analyses microbiologiques ont pour but d’'évaluer la qualité microbiologique des

différents échantillons collectés. Ces analyses consistent a un dénombrement et/ ou une

recherche sur des milieux de cultures on respectant les conditions d’ ensemencement, la

température et la durée d’ incubation de chagque flore, selon le tableau suivant :

Tableau VI : Dénombrement et/ou recherche desfloresdanslel’ ben :

Milieux de cultures Dilutions | Type Température | Référence
Flore d’ ensemencement | et temps
d incubation
Floretotale 30°C/72h JORA
aérobie PCA 10” & | Enmasse (2004)
mésophile (LIOFILCHEM Ref: | 10
610040)
Levures et OGA 10° & En masse 30°C/72h-5 | JORA
moisissures 10° jours (2004)
Bactéries MRS /M17 10" a En masse 37°Cl24h- | JORA
lactiques (CONDA .Cat :1318.00) 10° 79h (2004)
Coliformes BCPL 10°a Deux tubes (9ml | 37°C/24h- JORA
totaLx (CONDA .Cat :127200) 10° pour chacue 48h (2004)
dilution )+ cloche
de Durham
Staphylocoques | Chapman 10°a En masse 37°C/24h- | JORA
10°® 48h (2004)
Streptocoques | Roth 10° & Deux tubespar | 37°C/24h- | JORA
totax 107 | diltion a8h (2004)
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Solution | Chauffage au 37°C/24h-

Clostridium Viande-foie

sulfito- + mere bain marie a 48h

réducteur Alun defer et sulfite de . . Afnor.
sodium 80°C/10min, (2001)

(CSR) suivie d' un choc

thermique, verser
delagéose VF,
puis recouvrir
avec une couche

fined huile de

vaseline
Afnor.
_— I 1 N . |(2001)
Saphylococcus| Enrichissement de 1ml de ladilution 10 "dans 9ml de Giolitti Cantoni
aureus additionné d'un additif (HIMEDIA.Ref :M5846-500G) pendant 24h,
(Saureus) puis ensemencement en masse sur milieu Chapman et incubation
pendant 24h-48h.
Salmonella Enrichissement de 1ml dela dilution 10 "dans 9ml de BHI pendant Afnor.
(2001)

24h, puis ensemencement en masse sur milieu SS additionné d’ un
aditif et incubation pendant 24h-48h.

Remarque: Touts les milieux utilisés dans cette partie sont représentés dans |’ annexe 1.
I1.3.3. Tests confirmatifs destests présomptifs:

11.3.3.1Confirmation de présence des colifor mes fécaux (Escherichia coli) :

Iml d'un tube BCPL positif issu du dénombrement des coliformes totaux (virage de
couleur vers le jaune et présence du gaz au moins a 1/10 de la cloche de Durham) est

ensemencé simultanément sur :

> Un tube neuf de BCBL avec une cloche de Durham.
» Un tube d’ eau peptonée exempte d’indole.
> Milieu EMB (CONDA. Cat.1230.00) en masse.
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Apresincubation a44°C/24h, la présence d’ Escherichia coli est confirmée par :

» Le virage du milieu BCPL vers le jaune et présence du gaz a 1/10 du la cloche de
Durham.

» Formation d’un anneau rouge aprés I’ gjout du réactif de Kovacs pour le tube d'eau
peptonée exempte d’indole.

» Formation de colonies violettes a éclat métallique verdétre sur milieu EMB.

Ces tests sont complétés par une mini-galerie biochimique qui consiste a un
ensemencement sur les milieux suivants :Mannitol-mobilité, TSI et citrate de
Semence.(Annexe |1,tableau)

Il .3.3.2.Confirmation de présence des streptocoques fécaux :

1 ml d'un tube Roth positif (trouble du milieu) issu de dénombrement des
streptocoques totaux est ensemencé sur un tube de 9 ml d’ Eva Litsky (CONDA. Cat.1230.00),
puis incubé a 37°C/24h.

La présence des streptocoques fécaux est confirmée par la formation d’ une pastille

violette au fond du tube.
11.3.3.3Confirmation de présence du Staphylococcus aureus :

Apres enrichissement sur milieu Giolitti Cantoni additionné d’'un additif (tellurite de
potassium), et isolement sur milieu Chapman, une colonie jaune bien distincte est repiquée
dans un tube de bouillon nutritif, incubé a 37°C pendant 24h, puis conservé a 4°C.Aprés

revification 1ml de laculture fraiche est repiquée sur milieu Chapman et incubée a 37°C/48h.

Au terme de I’incubation a 37°C pendant 24h, un test de coloration de Gram, un test de
catalase et un test de coagulase ont été réaliseés (Tableau VIII) :
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Tableau VIII : Tests confirmatifs de Saureus:

Test Résultat de confirmation
Coloration de Gram Cocci, Gram *, grappe de raisin
Catalase effervescence aprés |’ gout d eau

oxygén&(THERALAB) sur une colonie

Coagulase 500! d’une culture jeune sur BHI de
S.aureus présumé est introduite dans un tube
ahémolyse avec 500l du sérum de sang
humain. Le tube est incubé a 37°C/24h.

La coagulation de I’ ensemble indique un
test de coagul ase positif.

[11. Identification des bactérieslactiques:

[11. 1. Isolement et purification desbactérieslactiques:

1 ml de ladilution 10" (figure 05, page 14) est ensemencé en surface sur milieux MRS et
M17 sur des boites de Pétri par la méthode des stries a I’aide d’une anse de Platine, suivi
d’incubation & 30°C et a 37°C pendant 48h a 72h pour les deux milieux (MRS et M17).

Des colonies de différentes couleurs et aspect issues de différentes boites incubées
respectivement a 30°C et a 37°C sont repiquées séparément sur bouillons MRS et M17
(FLUNA ANALYTICAL : 101093918.ref :56156), puis incuber a leur températures
d’isolement respectives 30°C et 37°C pendant 24h. Le procéde est répéte jusgu'a |’ obtention
de colonies pures (homogenes).

111.2.2 Tests sélectifsdesisolats des bactérieslactiques::

Afin de sdlectionner des isolats qui appartiennent probablement aux bactéries lactiques et
on se basant sur le fait que les bactéries lactiques sont des Gram positif et catalase négatif, le

dernier repiquage sur milieu MRS ou M 17 agar a servi pour les tests suivants :
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[11.2.2.1.Coloration de Gram :

Sert adéterminer les genres des bactéries lactiques qui sont de Gram positif et déterminer

leur morphologie et leur mode d’ association.
[11.2.2.Test de catalase:

Cetest apour but de différencier | es bactéries lactiques (catalase -) de lamajorité des
staphylocoques (catalase +). Une colonie est mise sur une lame en suspension avec une ou
deux gouttes de solution de peroxyde d’ hydrogene (SIGMA ALDRICH : 18312-11).

La réaction positive se traduit par un dégagement immédiat des bulles du gaz
(effervissance) (Marchal et al., 1991).
[11.2.3. Conservation desisolats des bactérieslactiques :

Pour une utilisation ultérieure (suite d’ identification), les souches présentant une coloration
de Gram positive et un test de catal ase négatif, présumées comme étant des bactéries lactiques
sont alors conservées par deux méthodes :

[11.2.3.1.La conservation a courtedureée:
L es souches sont conserveées sur bouillons MRS ou M17 selon I’ origine de leurs i solement
dans des tubes falquons a une température de 4°C.

11 .2.3.2.La conservation a longue durée:

Les isolats des bactéries lactiques sont conservés de laméme maniere a-20°C, dansdu
lait et dansle bouillon MRS ou M 17 selon toujours leur origines d'isolement apres |’ ajout du
Glycérol (BIOCHEMCHIMOPHARMA : 201191000) & 20%. (Figure 06)
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Figure 06 : Conservation des bactéries lactiques alongue et a courte durée dans des tubes

falquons.
[11.2.4. Revification desisolats de bactérieslactiques:

L es souches conservées a 4°C sont repiquées dans des tubes de 9 ml de bouillons MRS
ouM 17, puisincubées a 30°C ou a 37°pendant 24h, selon I’ origine et latempérature de leurs

isolements, dans le but d’ avoir une culture jeune qui va servir alasuite de I’ identification.

[11.2.5.Testsd’identification biochimiques des isolats des bactéries

lactiques:

111.2.5.1.Test de production du gaz (CO2.

Cetest permet de déterminer, le type de métabolisme par lequel le glucose est transformeé ;
il consiste a mettre en évidence laformation du CO, qui est piégé dans une cloche de Durham
sur bouillon MRS ou M 17 selon I’ origine de I’isolat. Ce test permet de différencier lesisolats
homolactiques des hétérolactiques apres incubation a 30°C ou a 37°C pendant 24ha48h
(figure 07).

Incubation a 30°C-

I |u |::> 37°C/24h-48h

Culture Bouillon MRS +
fraiche(24h) de cloche de
bactéries lactiaues Durham

Figure 07 : Test de production de Co,
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[11.2.5.2.Test de croissance a différentestempératures :

Cetest permet de différencier lesisolats thermophiles des isolats mésophiles : 1ml dela
culture des bactéries lactiques revifiées selon la méthode décrite précédemment (page 19) est
ensemence dans trois tubes du bouillon MRS ou M17 selon |’ origine d’isolement de la

souche.

Le premier tube est incubé a 30°C, e deuxiéme tube est incubé a 37°C et |e troisiéme a
45°C (Figure 08).

La croissance a différentes températures testées est appréciée par un trouble du milieu aprés
24h-48h d'incubation.

Culture fraiche de
bactéries lactiques
sur bouillon MRS

Bouillon MRS

Incubation a

l incubation
30°C 37°C 45°C ——» 24h-48h

Figure 08 : Test de croissance a différentes températures.
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[11.2.5.3.Test dela ther mor ésistante :

1ml de chaque isolat revifié selon la méthode décrite précédemment (page 19) est inoculé
dans des tubes contenant 9 ml de MRS ou M 17 neuf, ensuite les tubes sont déposés dans un
bain marie a63,5°C pendant 30 minutes, aprés refroidissement brusque, ils sont incubés a
30°C ou a37°C selon latempérature de leur isolement pendant 48 a 72h. Un résultat positif se

traduit par un trouble du milieu (croissance) (Badis et al., 2005).

111.2.5.3.Test de croissance a différentesvaleursde pH :

1ml d’une culture fraiche de 24h de chaque isolat est ensemencer selon I’ origine de
I'isolement dans des tubes MRS ou M17 adifférentesvaleursdepH : 4, 4,5, 54, 6,5¢et a
8,7.

Les tubes sont incubés a30°C ou a 37°C pendant 24h a 48h selon latempérature

d’isolement (Figure 09).

Culturefraiche de
“—| bactéries|actiques
sur bouillon MRS

7 NN
STH

H=4  pH=4,5 pH54 pH=6,5 pH=8,7

incubation a 30°C 37 C /2 4h-48h
Figure 09 : Test de croissance a différentes valeur du pH.
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[11.2.5.4.Test de croissance a différentes concentration de NaCl :

1ml d’une culture fraiche de 24h de chague isolat est ensemencé selon I’ origine de
I’isolement dans des tubes MRS ou M 17 a différentes concentrations de NaCl :2%,4% et

6,5% puisincubée a aleur température respective de croissance 30°C et 37°C (Figure 10)

Culture fraiche de
| bactéries lactiques
sur bouillon MRS

Bouillon MRS

2% de NaCl 4% deNaCl 6,5% de NaCl

Incubation a30°C-37°C/ 24h-48h

Figure 10 : Test de croissance dans différentes concentration de NaCl

Remarque : Chaque test réalisé est accompagné d’ un témoin négatif et un autre positif, ces
derniers consistes a un tube de bouillon MRS ou M 17 non ensemencé (témoin-) et d autres

ensemences (témoin +).
[11.2.5.5.Tests de fermentation des sucres :

Apres avoir déterminé le genre des différents isolats de bactéries lactiques, un test de

fermentation des sucres est réalisé afin de déterminer leurs especes.

A partir d’ une culture fraiche de 24h (préparée selon la méthode décrite & la page 19) sur
milieu MRS ou M 17, un ensemencement en surface sur MRS ou M 17 agar est réalise

(toujours selon I’ origine des isol ats).
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Apres incubation a48h, une colonie bien distingue est ensemencée dans un tube de
bouillon MRS ou M17, dépourvu de sucre et d’ extrait de viande et additionné de 0,049/l de
rouge de phénol. Chague sucre atesté est rajouté séparément dans un tube de bouillon MRS

ou M17 aune concentration de 2% (Tourneur, 1972).

Les sucrestestés sont : le glucose, lactose, arabinose, maltose, xylose, mannitol, |évulose,

glycérine, cellobiose et |e saccharose.

Au terme de I’ ensemencement, les cultures sont recouvertes par quel ques gouttes d' huile

de vaseline stérile afin d’ assurer les conditions d’ anaérobiose (Samelis et al., 1994) .

Un témoin négatif est réalise, ce dernier consiste a un tube de MRS ou M 17 sans sucre,

ensemence par la souche testée.

Apresincubation a 30°C ou a37°C selon I’ origine des isolats, un virage de la couleur au
jaune est synonyme de croissance et fermentation de sucre (Figure 11).

Bouillon MRS/M 17 Ajout de rouge de Al %Ut de sucre a testé
sans sucre, sans extrait I::> phénol a0,04g /I I::> az%
de viande.

U

Incubation a 30°C- Recouvrir par une Ensemencer |a souche
37°C /24h-48h <::| couche fine d' huile de <::| atester
Vaseline stérile

Figure 11 : Protocole du test dela fermentation des sucres
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|. Analyses physico-chimiques:

14 échantillons de I’ ben prélevés de différentes régions des trois wilayas (Bgaia, Sétif et
Tizi Ouzou) ont subit une analyse physico-chimique .Cette derniére consiste a une mesure du

pH, de |’ acidité Dornic, taux de matiére grasse, et de ladensité.
|.1. Mesuredu pH :

Les résultats de la mesure du pH des 14 échantillons du I’ ben sont illustrés dans la figure
12 (tableau I, annexe 11).
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Figure 12 : Résultats de mesure du pH de différents échantillons.

Les valeurs obtenues du pH se situent entre 4,2 et 4,66 avec une moyenne de 4,41 pour
I”ensemble des échantillons. Quatre échantillons (Bolimat, Kendira, Timzrit, Tizi Ouzou) ne

répondent pas aux normes de J.O.R.A (1993) qui tolére des valeurs de pH entre 4,40 et 4,60.

Selon Alias(1984), le pH n'est pas une valeur constante. Il peut varier
selon le type du lait cru utilisé, la méhode de préparation et |'ége de
I’ échantillon du I’ ben. (Ouadghiri, 2009).

Nos résultats se rapprochent de ceux enregistrés au Maroc par Tantaoui-Elaraki(1984)

avec desvaeursde pH entre 4,3 et 4,4.
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.1l1. Mesuredel’acidité Dornic :

Les résultats de la mesure de I’ acidité Dornic des différents échantillons du |’ ben sont

illustrés dans lafigure 13 (tableau |, annexe I1) et dans lafigure 13.
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Figure 13 : Résultats de la mesure de I’ acidité Dornic des différents échantillons.

Nous avons enregistré des valeurs d'acidité Dornic entre 61,11°D et105°D avec une
moyenne de 77,26°D pour |'ensemble des échantillons. On note une activité lactique

importante dans le I’ ben par rapport au lait cru (18°D).

Les vaeurs de I'acidité Dornic de neuf échantillons (Tizi,Fénaia,Oued-
Ghir,Bolimat, Tichy, Toudja, Timezrit,Amizour,Ras-El-ma)sont loin de
I"intervalle fixé par le J.0.R.A (1993) qui tolere des valeurs d’ acidité Dornic
entre 75°D et 85°D. Cette différence de variation peut étre s expliquer par la
différence d’ &ge des échantillons : plus un échantillon est 8gé, plusil sera acide
(Boubekri et al., 1984).

Nos résultats se rapprochent de ceux rapportés par Bellancille (2011) au Sénégal avec des
valeurs d’ acidité qui se situent entre 67°D et 108°D. Cependant, le I'ben marocain selon les
études de Tantaoui Elaraki(1984) est caractérisé par une acidité titrable entre 71°D et 78°D.
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|.3: Mesuredestaux de matiere grasse:

Les résultats de la mesure des taux de la matiere grasse (MG) pour les différents

échantillons du I’ ben sont représentés dans lafigure 14(Tableau |, annexell) .
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Figure 14 : Résultats de la mesure des taux de matiere grasse de différents échantillons de
I ben.

Les 14 échantillons étudiés sont caractérises par un taux de MG qui se situ entre 03g/et
30g/l. Cette différence de variation peut étre due a la nature et |’ efficacité ou non du barattage

manuel suivi dans les différentes fermes.

En effet, par comparaison aux vaeurs des taux de matiére grasse du lait cru rapportées
par Dillon(2008) et qui varient entre 35g/l et 40g/l, les valeurs des taux de MG des
échantillons du I’ben étudiées représentent la moitié de ce dernier (Amizour :15g/l, Tizi
N’bechar :16,5¢/l, Adekar :17g/l) et presque la totalité pour |’ échantillon collecté de Tizi
Ouzou (30g/l). On constate que nos échantillons du I’ben malgré le barattage et I’ écrémage
partielle ils restent riches en matiere grasse. Selon Tantaoui Elaraki(1984), certain producteurs
se servent de leurs mains ou d’ une louche pour récupérer les grains de beure ala surface du
I’'ben a la fin de barattage, d’autres plus soucieux de récupérer le maximum de beurre
traditionnel utilisant lafiltration sur une toile.

|. 4. Mesuredeladensité:

Les résultats de la mesure de la densité des différents échantillons collectés sont

représentés sur lafigure 15 (Tableau | ,annexelll) .
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A mizour
Adekar
Tichy
Kendira
Toudja
Timezrit
Tizi N'bechar
Ras El-ma
Tizi Ouzou
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Figure 15 : Résultats de la mesure de la densité des différents échantillons du I’ ben.

On aenregistré pour 12 échantillons du I ben une densité qui varie entre 1,014 et 1,033.
Ces vaeurs se rapproches des valeurs de densité du lait cru de vache (1,03 -1,033) rapporté
par (Bourgeois et al., 1990) ,cela peut étre lié a une forte adjonction d’ eau par |les producteurs.
Cependant, I’échantillon collecté de Kendira et de Fénaia présente une densité plus élevée
(1,965 et 1,087). La vaeur élevée peut étre du au faible volume d’ eau gouté pour récupérer
les grains de beurre a la fin du barattage. En effet, pour ces deux échantillons, un faible

volume d eau est gouté.

I1. Analyses microbiologiques :

L’analyse microbiologique des différents échantillons de |'ben consiste a un
dénombrement de la FTAM, des levures et des moisissures, des bactéries lactiques, des
coliformes totaux, des streptocoques totaux, des staphylocogues et une recherche des germes

pathogenes :Escherichia coli ,Saureus ,streptocoques fécaux et salmonella.

[1.I. Dénombrement dela FTAM :

Les résultat de dénombrement de la FTAM de tous les échantillons du |’ ben étudiés sont

représentés dans la figurel6 (Tableau |1, annexe l1).
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Figurel6 : Résultats de dénombrement de laflore totale sur milieu PCA.

Nous avons enregistré des valeurs situées entre 18,5x 10" et 25 x10'°UFC/ml. Bien que le
J.O.R.A ne présente pas des normes pour cette flore, on essaye de comparer nos résultats aux
études similaires.

Les résultats enregistrés sont semblables a ceux retrouvés par Tantaoui Elaraki (1983) au
Maroc avec des valeurs entre 4,1x10" UFC/ml et 38x10™ UFC/mI. Cependant, elles sont
supérieurs a celles rapportées par Marnissi et al. (2013) au Maroc avec une moyenne de
7,8x10" UFC/ml.

La teneur élevée en FTAM peut s expliquée par le fait que ce produit laitier n'est pas
pasteurisé. Cette charge peut étre liée ala qualité hygiénique et aux conditions de collecte et
de conservation du lait cru de départ ou a I’ état de propreté des surfaces, du matériel et du

personnels durant le processus de fabrication du I’ ben.

[l .2.Dénombrement deslevures et des moisissures:

Les résultats de dénombrement des levures et des moisissures pour tous les échantillons

du I’ ben étudiés sont représentés dans lafigure 17 (Tableau 11, annexelll) .

28



Résultats et discussion

Log UFC/ml
P N WS Ul OON

M Levures

EEENNNEEEEREE™™
EEEENNENEEEEEER
EEEENEEEEEEEEER
EEEEEEEEEEEEEL
EEEEEEEEEEEEL e

® Moisissures

o

';m_:}-‘;Lh>~l\mmﬁ:Lm3
= = 53 08 € v L~ = & © o
T < ~ = O €
TSS9 ERTETE 3 YT LS
Y 535 EZ § 2 EZYWS
wm< A4 = = 98 =
> z g N
O o~ ~
=
Régions

Figure 17 : Résultats du dénombrement des levures et des moisissures.

Les valeurs obtenues se situent entre 4x10°UFC/ml et 2,6x10° UFC/ml pour les levures et

entre 40x10° UFC/ml et 34x10°UFC/ml pour |es moisissures.

Ces résultats sont supérieurs a ceux enregistrés par Tantaoui Elaraki (1983) au Maroc
avec des valeurs qui se situent entre 3,5x10° UFC/ml et 10,8x10°UFC/ml .Selon le méme
auteur les levures et les moisissures non déterminé dans le lait cru, se développe
régulierement dans le I’ ben, mais n’ atteint jamais un nombre trés élevé et elles participent ala
production d’ aromes. Les levures et les moisissures ont un pH optimal de croissance entre 4,5
et 6,5 N’ étant pas géné par I’ acidité du I’ ben. (Marnissi et al., 2013).

11.3 .Dénombrement des bactéries lactiques :

Les résultats du dénombrement des bactéries lactiques sur milieu MRS et M17 sont

représentés sur lafigure 18 (I'annexe 1, tableau 1) .
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Figure 18 : Résultats du dénombrement des bactéries lactiques sur milieu MRS et M17.

Nous avons enregistré des valeurs trés proches sur milieu MRS et sur milieu M17, elles
varient entre 22x10° UFC/ml et 81x10® UFC/mI. Les bactéries lactiques représentent la flore
la plus abondante dans tous les échantillons du I'ben, elles fermentent le lactose en acide
lactique (Labioui et al., 2005)

Ces résultats sont supérieurs a ceux enregistrés au Maroc par Marnissi et al. (2013) avec
une charge moyenne de 5x10° UFC/ml.

[1.4.Dénombrement des colifor mes totaux :

Les résultat de dénombrement des coliformes totaux sont illustrés dans la figure 19
(Tableau Il , annexell,) .
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Figure 19: Résultat du dénombrement des coliformes totaux.

On a enregistré la présence des coliformes totaux dans 11 échantillons avec des valeurs
qui se situent entre 13x10* UFC/ ml et 79x10* UFC/m. Les échantillons collectés de Ras El-
ma et de Kendira ne répondent pas aux normes de JOR.A(1998) qui tolére 3x10*UFC/ml
pour cette flore. Néanmoins, |es résultats obtenus montrent une absence des coliformes totaux

dans les échantillons collectés d' Amizour, Timezrit et Tizi N’ bechar.

Tantaoui Elaraki (1983) au Maroc a signalé une charge qui varie entre 43x10°UFC/ml et
85x10° UFC/ml.

I1.5.Recherche d’ Escherichia coli

Les résultats de la recherche d Escherichia coli dans les échantillons de I’ben ayant

représentés des taux de coliformes sont représentés dans le tableau 1V, (annexe ).

Laprésence d Escherichia coli est confirmée(selon la méthode décrite dans la partie matériel
et méthodes, page 15) dans sept échantillons représentant les résultats suivants : tube BCPL
positif, formation d’anneau rouge aprés I'gout de réactif de Kovacs pour le tube d’eau
peptonée exempte d’indole, et formation des colonies violette a éclat métallique verdatre sur

milieu EMB.(Figure 20).

Cette confirmation d E.coli est complétée par les tests résumés dans I’annexe I(tableau 11) .
ces derniers , ont montré les résultats suivants:teste de citrate de simmence (-)test de
mannitol (+),test de TSI :lactose (+),glucose,(+),9az (+),H2S(-).(figure 20)
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Colonies violettes a éclat Indol+,Gaz+ Citrate de simmence- Mannitol+avec un

métallique verdatre témoin(-)

TSI : lactose +, glucose +, saccharose +, gaz+, H2S™ avec un témoin (-)

Figure 20 : Résultats de confirmation de présence d E.coli

II.5.Dénombrement des streptocoques totaux et recherche des
streptocoques fécaux :

Les résultats de dénombrement des streptocoques totaux sont représentés dans la figure
21 (Tableau 11, annexe I1).
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Figure 21 : Résultats du dénombrement des streptocoques totaux

On a enregistré |’ absence des streptocoques totaux dans 11 échantillons, par contre leur
présence est enregistrée dans les échantillons de Oued-Ghir (66x10°UFC/ml), Bolimat
(4x10°UFC/ ml) et Adekar (32x10°UFC/ ml). Le repiquage de 1 ml de ces tubes sur des tubes
d EVA Litsky amontré la présence d' une pastille viol ette dans les trois tubes, ce qui confirme
la présence des streptocoques fécaux dans les trois échantillons. Ces résultats témoignent de

la mauvaise qualité hygiénique des échantillons de |’ ben.

Les éudes de Marnissi et al.(2013) au Maroc ont montré la présence des streptocoques

fécaux avec une charge de 8,4x10* UFC/ml (Tantaoui Elaraki et al.,1983).

I1.6.Dénombrement des staphylocoques et recherche de Staphylococcus

aureus .

Les résultats résultats de denombrement des staphylocoques sont représentés dans le tableau

[l (annexeIl) et lafigure 22.
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Figure 22: Résultats du dénombrement des staphylocoques

On a enregistré la présence des staphylocoques dans 10 échantillons avec une charge qui
varie entre 1x10° UFC/ml et 2x10° UFC/ml ce qui est supérieur aux normes de JORA (1998)
qui tolére une charge de 3x10% UFC/ml. On a noté une présence des staphylocoques dans
I’ échantillon de Ras El-ma avec une charge de 3x10°UFC/ml. Cependant ils sont absents dans
les échantillons collectés de Timezrit et Tizi N’bechar .ces derniers sont conformes aux

normes de JORA (1998).

La présence de Staphylococcus aureus (dans la dilution10™) est confirmée dans les
échantillons collectés de Tizi Ouzou, Ras El-ma, Kendira, Bolimat et Oued Ghir. Les tests de
confirmation pour cette espece ont donné les résultats suivants : coloration de Gram positive,

cocci en grappe deraisin, test de catalase et de coagulase positif (Figure 23).
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Figure 23 : Coloration de Gram (G :x 100) et test de coagulase pour Staphylococcus aur eus.

I1.8.Dénombrement des Clostridiums sulfito- réducteurs:
Les résultats du denombrement de CSR sont représentés dans le tableau |1 (annexe 11)

Les résultats obtenus montres une absence de CRS dans tous les échantillons (dans la dilution
10™Y) .Néanmoins, cette flore est retrouvée dans le I’ben selon les travaux de Marnissi au

Maroc avec une charge de 1,8+t2UFC/ml ( Marnissi et al.,2013),

I1.9.Recherchede Saimonedlla:

Une absence de Salmonella est enregistrée dans tous les échantillons étudiés (dans la dilution
10" ce qui répond aux normes (absence) de JORA(1998).Selon (Dubois et al., 1987),
Salmonella ne résiste pas a des pH compris entre 4,6 et 4,8 ce qui explique |’ absence de ce

germe pathogene dans nos echantillons .
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[11. Identification des bactérieslactiques:

[11.1.Etude mor phologique:

Les observations macroscopiques nous ont permis de d’ écrire les colonies obtenues sur
milieu solide (la forme, le contour..). Le repiquage sur milieu MRS et M17 a révélé des

coloniesrondes de couleur blanchétre. (Figure24).

Figure 24 : Aspect des bactéries lactiques sur milieu MRS et M17.

En milieu liquide, elle se base sur I’ observation du trouble.

Figure 25 : Croissance des bactéries lactiques sur bouillons MRS et M17
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[11.2Etude microscopique:

La caractérisation microscopique est basée sur la coloration de Gram (annexe 1V,
tableau I).

En effet, I'identification du genre est d' abord orientée par la morphologie (annexe 1V,
tableau 1) puis par le profil fermentaire (tableau I, annexe 1V) et les conditions

physiologiques de croissance ( Pilet et al., 2005).

La coloration de Gram a montré des bactéries de forme coccis , bacille ou petit batonnet

de couleur violette (Figure 26).

Forme cocci Forme petit bacille Forme bacille

Figure 26 : Différentes formes des bactéries lactiques apres coloration de Gram. (G : x 100).

En vu de I'identification de la flore lactique, les isolats a Gram positif de forme batonnet ou

de coques, dépourvue de catalase sont retenus.

Effectivement sur un totale de 116 isolats, 91 isolats (Gram+ et catalase -) ont été retenu
pour la suite de I’identification. Ces derniers comportent 48 isolats de forme cocci et 13 de

forme bacille et 30 de petit batonnet (coccobacille) (tableau I,annexe V).

L’identification au stade du genre est réalisée on ce basant sur leurs caractéristiques

morphologiques (tableau |,annexe V) et biochimique.
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Les résultats du test de la production de gaz montre que pour les 48 isolats de forme cocci
(tableau 11, annexe 1V) ,38 isolats sont homofermentaires. Seul 10 isolats produisent du gaz,
donc sont des hétérofermentaires. Ces derniers, sont considérés comme étant appartenant

probablement au genre Leuconostoc.(figure 27).

Gaz + Gaz-

Figure 27 : profil fermentaire des bactéries lactiques

[11.3.1dentification des bactéries lactiques de for me cocci :

Afin de différencier entre lesisolats de forme cocci probablement appartenant au genre
Lactococcus(Lc) de ceux appartenant au genre Streptococcus (), Pediococcus (Pc) et
Leuconostoc (Ln.) des tests de croissance a différentes températures (30°C,37°C et 45°C), et a
différentes concentrations de NaCl (2 % ,4% et 6,5%) et a différentes valeurs de pH (4 et
4,5) (Tableau Il ,annexe V) ont été réalisees.

11 isolats présentent une croissance négative a 6,5 % de NaCl et ne croient pas a45°C
(Mésophiles) ce qui les classes probablement dans le genre Lactococcus, seul 2 isolats ont

présenté une croissance positive a pH =4 (S: 03’ Oued-Ghir et S: 06 Tizi N’bechar). Trois
isolats ont présenté une croissance positive a pH =4,5 (S: 04 Tizi, S: 02' Oued-Ghir, S: 06
Tizi N’ bechar)

Un total de 08 isolats cocci homofermentaires sont considérés comme appartenant au genre

Sreptococcus ,7 isolats présentent une croissance positive a 45°C. Ce sont donc des
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thermophiles. Néanmoins, aucune croissance n’ est observée ni a 6,5% de NaCl ni a pH= 4 ou
apH= 4,5 (Tableau Ill, annexe V).

Cependant 1 isolats (S: 02 PK7) ne croit pas a 45°C (mésophile), ni a pH=4 ou a pH=4,5
mais elle est capable de croitre 26,5 de NaCl.

19 isolats (tab I, annexe IV) restants présentent des critéres physiologiques (cocci

homofermentaires) et

Biochimiques (croissance a45°C, différents % NaCl et a différentes valeurs de pH

correspondants selon les données bibliographiques suivant le tableau de référence effectué par
(Axelsson, 2004).(Tableau | ,annexe 111) au genre Pediococcus .

17 isolats présentent une croissance positive a45°C et a 6,5 % de NaCl a part les souches

(S: 03Fénaia, S: 04 Amizour, S: 07 Tichy) qui présentent des croissances variables a 6,5
%ode NaCl, et une croissance négative a pH= 4 et variable a pH=4,5 selon |es souches.

Les deux isolats restants présentent une croissance négative a 45°C et une croissance
positive 46,5 % de NaCl, par contre la souche (S: 03" Oued- Ghir) présente une croissance
positive a pH= 4 et a pH= 4,5 contrairement a la souche (S: 02 PK7) qui présente une

croissance négative apH=4 et apH=4,5.

[11.3.1. Résultats destests d’identification deslactocoques :

Selon les données bibliographiques( Tableau Il ,annexe 111) et les résultats des tests
biochimiques (tableau 1V ,annexe IV) et de la croissance a pH=4,5 et a pH=6,5;les
souches(S:02 et S: 03MRS Oued-Ghir),la souche(S :04MRS Tizi),la souche(S:01 MRS
Toudja),la souche(02 MRS Amizour),la souche(05M17 Tizi N’bechar) et la souche (S:03
MRS PK7) sont probablement des souches de Lc.gravieae ,de Lc. plantarum ou Lc .lactis ssp

lactis.

La souche (S: 02 MRS Ras-EIma) est probablement une souche de Lc.raffinolactis, Lc.
lactis ssp hordniae ou de Lc. lactis ssp cremoris .Sachant que cette souche ne croit pas a

pH=6,5 donc elle peut étre une souche de Lc.raffinolactis

Les souches (S: 06 M17 Tizi N’bechar,S:01,S:03 MRS Tizi) sont probablement des
souches de Lc.piscium.
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Les souches(S: OIMRS et S: 06 M17 Tizi) sont probablement des souches de Lc.
raffinolactis. .La souche (S: 03 MRS Tizi) est une souches de Lc. lactis ssp cremoris. La
souche (S :02' MRS Oued-Ghir) est probablement un Lc. plantarum et La souche (S :05 M17
Tizi N’bechar) est probablement une souche de Lc. lactis ssp lactis.

Selon le profil fermentaire (Tableau V, annexe 1V) de différentes souches, et en se basant
sur les données bibliographiques(Tableau 111, annexe 111) ,nous pouvons déterminer |’ espece

probable de chague souche.

En effet la souche (S:03' Oued-Ghir :arabinoset+,mannitol-,lactose- est une souche de

Lactococcus plantarum.

Le reste des souches (S :04MRS Tizi), (S:01 MRS Toudja), (02 MRS Amizour), (S:03
MRS PK7) correspondent au profil de croissance et fermentaire de Lc.lactis ssp lactis
(Tableau IV, annexe l11).

Effectivement les lactocoques peuvent se retrouver dans les aliments comme les produits
laitiers, elles sont utilisées dans I’industrie agro-alimentaire. Les espece les plus importantes

sont : Lactococcus lactis et Lactococcus cremoris.(Stiles et Hopzapfel,1997).
En conclusion, sur un total de 11 souches présumées du genre Lactococcus : une souche de

Lc. lactis ssp cremoris, deux souches de Lc.plantarum, trois souches de Lc. raffinolactis, et
cing souches de Lc.lactis ssp lactis.(tableau IX) sont obtenues.
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Tableau | X : Les especes présumeées du genre Lactococcus :

Souche (code) Espece Nombre de souches
S:04 MRS Tizi

S:01 MRS Toudja Lc.lactis ssp lactis 05
S:02 MRS Amizour

S.03 MRS PK7

S.05 M17 Tizi N’ bechar

S:03'MRS Oued-Ghir Lc.plantarum 02
S.02’MRS Oued-Ghir

S.02MRS Ras-Elma Lc.raffinolactis 03
S.0IMRSTizi Lc. raffinolactis

S.06 M17 Tizi N’bechar | Lc. raffinolactis
S.03MRSTizi Lc .lactissspcremoris | 01

[11.3.2. Résultats destests d’identification des streptocoques :

Les résultats des tests physiologiques et biochimiques (tableau VI, annexe IV) montrent
gue sur les 08 souches présumées du genre Streptococcus ,07 souches montrent une
croissance positive a 45°C et un profil fermentaire correspondant a la souche Streptococcus
thermophilus.

En effet, seule la souche de Sreptococcus thermophilus fait partit des bactéries lactiques.
Les streptocoques lactiques se distinguent par leur capacité de croitre a 45°C (Garvie et
Farraow,1986). Streptococcus thermophilus est I'une des bactéries lactiques thermophiles
largement employée en tant que levain dans la fabrication de certains produits laitiers
fermentés (yaourt,fromage a patte cuite...)(Hol et al.,2005).

La souche mésophile(S:02 MRS PK7) correspond a la souche pathogéne Streptococcus
agalactae retrouver généralement dans les mammites. (Hol et al., 2005).

En résumé, sur un totale de 08 souches présumées du genre Streptococcus, 7souches de
Streptococcus thermophilus et une souche de Streptococcus agalactiae sont identifiées.
(tableau X).
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Tableau X : Les especes du genre Streptococcus :

Souche Espece Nombre de souches

S:02 MRS PK7 Sreptococcus agalactiae 01

S:01 M170ued-Ghir
S:04 M17 Oued-Ghir
S :04 MRS Oued-Ghir Streptococcus thermophilus
S:01 M17 Amizour 07
S:03 M17Amizour
S:FM17 Adekar

S:.04 M17 Tizi N’ bechar

[11.3.3. Résultats destests d’identification des pediocoques :

Les résultats des tests de croissances a différentes températures, a différentes valeurs de
pH et adifférentes concentrations de NaCl ont donné les résultats suivants :

19 souches présumées du genre Pediococcus sont homofermentaires. Un total de 17
souches homofermentaires sont des souches thermophiles (Tableau VI, annexe V)

On se basant sur ces résultats et les données hibliographiques résumées dans le tableau
(Tableau V, annexe 111), nous avons attribué six souches al’ espece Pc.halophilus. Cependant,
les deux souches mésophiles (S:02 MRS,S:03'MRS Oued-Ghir) appartiennent

probablement al’ espece Pc.acidilactici,

Le profile fermentaire (Tableau VIII ,annexe 1V ) obtenu pour ces souches confirme cette

appartenance probable.

Les pediocoques sont des bactéries micro-aérophiles a besoins nutritifs complexes, leur
dével oppement nécessite plusieurs facteurs de croissance, plusieurs espéeces sont acidophiles,
elles sont saprophytes et contaminent les végétaux. Se sont en générale des agents de
dégradation de brasserie (Pérez,2005).

En conclusion, sur un total de 19 souches présumeées du genre Pediococcus, 17 souches

sont identifiées comme étant Pediococcus halophilus et deux autres comme étant Pediococcus
acidilactici. (Tableau XI1).
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TableauXI : Les espéces présumeées du genre Pediococcus :

Souche Espece Nombre de souches

S:02 MRS PK7 Pediococcus acidilactici 02
S:03"MRS Oued-Ghir

S:01 MRS Fénaia
S.02 MRS Fénaia
S:.03 MRS Fénaia
S:.02 M17 Oued-Ghir
S:.03 MRS Oued-Ghir
S.04 MRS Bolimat
S:03 MRS Bolimat Pediococcus halophillus 17
S.01 M17 Timezrit

S:.02 M17Timezrit

S.05 M17Timezrit

S:.04 M17A mizour
S:.04 MRS Amizour

S.C M17Adekar

S.01 MRS Adekar

S:07 MRS Tichy

S:.01 M17 Tizi N’ bechar
S.01 M17 PK7

I11.3.4. Résultats destests d’identification des leuconostocs:

Sur un total de 10 isolats présumés du genre Leuconostoc, deux souches ont présenté une
croissance positive a 45°C (tableau 1X ,annexe V) ,ce qui les classes parmi les souches

thermophiles.

Les résultats des différents tests physiologiques et biochimiques sont résumés dans le
(tableau 1X ,annexe 1V). En se basant sur les données bibliographiques (annexe 111, tableau
V1),0n peut attribuer ces souches al’ espece de Ln.oenos. Effectivement, le profile fermentaire

vient appuie cette hypothése (tableau X ,annexe V).

43



Résultats et discussion

L es souches restantes sont des souches mésophiles appartenant probablement aux especes
Ln. mesentroides subsp mesenteroides(S :05 M17 Oued-Ghir,S :01 MRS Bolimat,S :02 MRS
Tichy).Deux especes de Ln. lactis(S:03 M17 Adekar,S :04 M17 Adekar), une espéce de Ln.
mesenteroides sub sp dextranium(S:06 MRS PK7),une espece de Ln. mesenteroides subsp
cremoris(S:05 MRS PK7)et enfin ,une espece de Ln. paramesenteroides (S:01 M17
Bolimat).(Tableau XI1)

Homakov(1975) aisolé du lait, des leuconostocs appartenant principalement al’ espéce Ln.
mesenteroides. Les leuconostocs rentrent fréquemment dans la composition des levains pour
lafabrication de nombreux produits laitiers (De Vayod et al.,1974).

Tableau X1 : Les espéces attribuées au genre Leuconostoc :

souche Espece Nombre de souches

S:05 M17 Oued-Ghir Ln. mesentroides subsp 03

01 MRS Bolimat mesenter oides

02 MRS Tichy

S:03 M17 Adekar Ln. lactis 02

S:04 M17 Adekar

S:06 MRS PK7 Ln. mesenteroides sub sp 01
dextranium

S:05 MRS PK7 Ln. mesenteroides subsp 01
cremoris

S:01 M17 Bolimat Ln. paramesenteroides 01

S:01 MRS Kendira Ln. oenos 02

S:02 M17 Adekar

En résumé ,les résultats obtenus dans cette étude montrent que pour un totale de 48 isolats
cocci hous avons obtenus 4 genres différents (Lactococcus, Streptococcus ,Pediococcus;
leuconostocs ) (Tableau X1I1). Les souches attribuées a chaque genre ont été classees dans
un minimum de deux a six especes différentes, le plus grand nombre d’ espéces est obtenu
pour le genre Leuconostoc.
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Tableau X111 : Les genres et |les especes des isolats en forme cocci :

Genre especes nombres
lactococcus Lc. lactis subsp cremoris 01
Lc. lactis subsp lactis 05
Lc. plantarum 02
Lc. raffinolactis 03
Sreptococcus . thermophilus 07
S. agalactae 01
Pediococcus Pc. halophilus 17
Pc. acidilactici 02
Ln. mesenteriodes subsp mesenteriodes 03
Ln .lactis 02
Leuconostocs
Ln. paramenteriodes 01
Ln. mesenteriodes subsp dextranium 01
Ln. mesenteriodes subsp cremoris 01
Ln. oenos 02

[11.4 Résultats destests d’identification deslactobacilles :

Parmi les 91 isolats ,43 sont de forme bacille dont 30 isolats sont de petits batonnets. les 43

isolats sont ainsi attribués au genre Lactobacillus (Tableau X1 ,annexe V).

Parmi la totalité des lactobacilles, 13 isolats ne produisent pas de gaz donc sont
homofermentaires , cependant, six souches présentent une croissance positive a 45°C donc
elles sont thermophiles et 7 souches ne croient pas a 45°C. se qui les classent parmi les

meésophiles. (Tableau XII, annexe V).

Selon (kandler et al., 1986) toutes les souches lactobacilles homofermentaires qui
S averent croissance positive a 45°Csont :Lb. helveticus , Lb. delbrueki subsp bulgaricus ,

Lb. delbrueki subsp lactis et Lb. acidiphilus. Les sept souches restantes ne crois pas a 45°C
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donc ¢’ est des souches mésophiles. ces souches peuvent étre des souches de :Lb. casei et / ou

des Lb .plantarum.

Les résultats de I’ é&ude morphologigue ont montré que sur 43 isolats de lactobacilles,
30 isolats sont des petits bacilles, dont 25 isolats ne produisent pas de gaz
(homofermentaires) Parmi ces 25 isolats,19 isolats s avérent croissance positive a 45°C

(thermophiles) et six isolats sont des mésophiles.

Les cing isolats de petit bacilles restant sont des hétérofermentaires ( gaz+) ,dont trois
présentent une croissance positive a 45°C (thermophiles) et deux isolats sont des mésophiles
(tableau X111, annexe V).

On se basant sur les résultats des tests physiologiques et biochimiques résumés dans le
(Tableau XII , annexe V) et (Tableau X1V ,annexe IV) et ont tenant compte des données
bibliographiques du tableau VII (annexe I11), nous avons attribué les 13 souches du genre
Lactobacillus au différentes especes, par conseguent, nous avons attribué cinq souches a
I’espece de Lb. rhamnosus (S:C ,S:A ,S:01,S:03,S:04 des régions de :Amizour, Adekar
et Tichy respectivement ) ,1 souche (S:01Amizour) de Lb. helveticus ,2 souches
(S:03'Oued- Ghir ,S:02 Toudja) de Lb. casei subsp alactosus et 3 souches ( S:A
Amizour,S :09Tichy ,S:07 Tizi N'bechar) de Lb. Amylophilus et enfin 2 souches (S:B
Amizour,S :03 Adekar) de Lb. plantarum.

Afin de déerminer les souches (petit bacilles) homofermentaires thermophiles
appartenant au genre Lactobacillus, des tests de croissances a différentes valeurs de pH et de
NaCl (Tableau XV ,annexe 1V) et le test de fermentation de sucres (tableau XVI ,annexe 1V)
ont éteréalisés.

On se basant sur les résultats des test physiologiques et biochimiques résumés dans le
tableau (Tableau XIII ,annexe 1V) et (Tableau XV, annexe IV) et on tenon compte des
données bibliographiques (Tableau V1I ,annexe I11), nous avons pu attribuer les 19 souches du
genre Lactobacillus a différentes especes, par conséquent nous avons attribué 16 souches a
Lb.rhamnosus (S :02Bolimate),(S :DAmizour),(S :02 ;S :04 ;S :05Adekar),(S :03 ;S :04 ;S :02 ;S
:02 ;S :01 Tichy),(S:02;5:03,5:01 Tiz N’ bechar) ;(S:03 PK7);(S:01 Ras alma);(S:02 Tizi
Ouzou) et 01 souche a Lb .helveticus (S :04 PK7), et 2 souchesa Lb. lactis(S :06 et S:07).

Afin de déterminer les especes des souches homofermentaires mésophiles appartenant

au genre Lactobacillus (petits bacilles), des tests de croissances a différentes températures,
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concentrations de NaCl et différentes valeurs de pH (Tableau XVII ,annexe 1V) ; et un test de
fermentation des sucres (Tableau XV Il ,annexe IV) ont été réalisés .

On se basant sur les résultats des tests physiologiques et biochimiques résumés dans le
tableau XIII (annexe 1V) et tableau XVI (annexe 1V) et on tenon compte des données
bibliographiques illustrées dans le tableau VII (annexe I11) , nous avons pu attribuer les six
souches du genre Lactobacillus a différentes espéces .En effet, trois souches ont été attribuées
aespeces Lb. amylophilus (S:08 Tichy) ;(S:04 Touja) ;(S:08 TiziOuzou) et deux souches a
I’espéce de Lb. plantarum(S:D’Amizour) ;(S:06 Tichy) et enfin une souche a la sous

espéces Lb. casel subsp alactosus.

Dans le but de déterminer les espéces des souches hétérofermentaires thermophiles
appartenant au genre Lactobacillus (petits bacilles) des tests de croissance a différentes
températures et a différentes concentration de NaCl et a différentes valeurs de pH (Tableau
IXX ,annexe V) et un test de fermentation des sucres(tableau XX ,annexe V) ont été réalisés

On tenon compte des données bibliographiques rapportées par sneath et al (1986), nous
avons pu attribuer les trois souches(S:B Adekar;S:04 Tichy;S:03 kendira)

hétérofermentaires thermophiles du genre Lactobacillus al’ espece Lb. fermentum.

Afin de déterminer les especes des souches hétérof ermentaires mésophiles appartenant au
genres Lactobacillus (petits bacilles) des tests de croissances a différentes températures et a
des concentrations différentes de NaCl et a différentes valeur de pH (Tableau XXI ,annexe
IV) et un test de fermentation ont été réalisés.( Tableau XXI1,Annexe IV).

On se basant sur les données bibliographiques décrite par  Sneath et al. (1986), nous
avons pu attribuer les deux souches hétérofermentaires mésophiles(S:06 PK7 et S:01 Tizi

Ouzou) du genre Lactobacillus al’ espéce Lb. brevis.

En générale, les résultats obtenus dans cette étude, montrent que pour un totale de 43

isolats bacilles, nous avons attribué les sept souches a différentes especes ( Tableau 1V ).

Tableau IV : Les especes attribuées au genre Lactobacillus :
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Genre Espéces Nombre de souches
Lb. rhamnosus 21
Lb. amylophilus 06
Lactobacillus Lb. plantarum 04
Lb. casal subsp alactosus 03
Lb. helveticus 02
Lb. brevis 02
Lb. fermentum 03
Lb. lactis 02
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Conclusion

L’éude réaisée porte sur I|'évaluation des parametres physicochimiques et
microbiologiques du I’ben traditionnel produit dans certaines régions de trois wilayas en
Algérie (Begjaia, Sétif et Tizi Ouzou), ains que sur |'isolement, la purification et

I’identification partiel de laflore lactique caractérisant les échantillons de I’ ben analyse.

Les analyses physicochimiques ont montrés des valeurs variables entre les différents
échantillons pour les quartes paramétres (acidité Dornic, matiere grasse et densité)
étudiés .Lesvaleursdu pH et de |’ acidité Dornic du I’ ben sont plus ou moins satisfaisants vis
a vis des criteres fixés par JORA(1993). Les échantillons de I’ben montrent une certaine
richesse en matiére grasse avec une densité trés faible qui se rapproche a celle du lait cru de

vache.

Sur le plan microbiologique, les échantillons sont caractérisés par une flore totale
aérobie mésophile trés élevée avec une moyenne de (5,02x10" UFC/ml) et par une flore
lactique importante de |’ ordre de (1,11x10™° UFC /ml).

Concernant la qualité hygiénique des échantillons de | ‘ben, nous avons enregistré une
présence des coliformes totaux (1,8x10° UFC /ml), streptocoques totaux (3,5x10° UFC/ml) et
de staphylocoques(2,3x10°UFC/ml) . Des taux éevés en levures (3,2x10® UFC/mI) et
moisissures (9,1x10° UFC/ml) ont été retrouvé dans la majorité des échantillons, ce qui
confirme le manque d’ hygiéne. La présence d E.coli est notée dans la moitié des échantillons
étudiés témoigne de la mauvaise qualité hygiéniques de ces échantillons .En effet, cette
derniére et I’ un des témoins de contamination fécale.

La présence de Saphylococcus aureus dans certains échantillons (05 échantillons)
présente un vrais danger pour la santé de consommateur .1l serait également salutaire de fixer
des normes physico-chimiques et bactériologique afin d'assurer aux consommateurs des

qualités satisfaisantes aux plan nutritionnelles, organol eptiques et hygiénique.

Néanmoins, ces échantillons de I'ben montrent une richesse en flores lactiques.
effectivement : sur 91 isolats Gram positif et catalase négatif retenus pour une identification
morphologiques et biochimiques, 48 isolats de forme cocci sont obtenus attribués a quatre
genres différents (11 isolats du genre Lactococcus ,8 du genre Streptococcus ,19 de genre
Pediococcus et 10 de Leuconostoc ) .48 isolats sont identifiés comme des souches du genre

Lactobacillus.
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Les résultats des tests de fermentation des sucres, nous a permis de déterminer les
différentes especes des genres identifiés. Effectivement, les especes: Lc. lactis ssp lactis
(n=05), Lc. plantarum(n=02) ,Lc. raffinolactis(n=03) ,Lc. lactis ssp cremoris(n=01),St.
agaactiag(n=01), S.thermophilus(n=07),Pc. halophilus(n=17),Pc. acidilactici(n=02),Ln.
mesenteroides sub sp  mesenteroides(n=03),Ln. lactis(n=02),Ln. mesenteroides subsp
dextranium(n=01),Ln. mesenteroides subsp cremoris(n=01),Ln. paramesenteroides(n=01),Ln.
oenos(n=02),Lb. rhamnosus(n=21),Lb. amylophilus(n=06),Lb. plantarum(n=04),Lb. casel
subsp alactosus(n=0 3),Lb. helveticus(n=02),Lb. brevis(n=02),Lb. fermentum(n=03),Lb.
lactis(n=02).ont été obtenus.

Per spectives:

Notre étude concernant I’identification reste préliminaire et partielle, elle est basée sur

guel ques tests physiol ogiques et biochimiques.

Afin d'avoir des résultats plus fiables qui permetres de mieux différencier entre les

espéces on propose de compl éter cette éude par un plus grand nombre de tests exemple :

e Letest defermentation del’esculine

Letest de fermentation de |’ arginine.

e Lacroissance danslelait bleu de Sherman..ext.

Aussi, pour lasuite de notre travail nous proposons de

e Confirmer I’identification des espécesisolées al’aide d une Galerie APl 50 CHL.

e L’anaysed un plus grand nombre d’ échantillons de Lben

e Uneidentification génotypique des souches isol ées.

e L’étude des critéres technologiques des souches isol ées.

e FEtude de I'activité antimicrobienne des especes isolées et leurs capacités de produire
des bactériocines.

e FEtude de !’ effet probiotique des espéces isol ées.

e En fin nous proposons de cibler d’ autres régions afin d avoir une plus grande variété

d'espéces pour déterminer la nature des ferments caractérisant le |’ ben traditionnel.
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Annexes I

Tableau | : Nombre des échantillons et origine du |’ ben collecté :

Wilaya Région Nombre
d’échantillon

Tizi ,Fénaia ,Oued-Ghir Bolimat

Béjaia ,Amizour ,Adekar , Tichy ,Kendira, 11
PK7(entrée de Tichy ), Toudja et
Timezrit)
02
Sétif Tizi N’'Bechar, Ras El-ma
01

Tizi Ouzou Bouzgane




Tableau Il ; Testsd'identification d’E .coli :

Annexes I

Test

Description de test

référence

Mannitol -
mobilité

Permet de rechercher simultanément la
fermentation de mannitol et la mobilité.
On a ensemensé les souches étudiées dans le
milieu par piqure centrale et incubé a 37°C/24h
Levirage au jaune du milieu indique la
fermentation du mannitol,une diffusion dans la
gélose indique la mobilité des bactéries

(Marchal et
al.,
1991).

(BIOCHEM :DM 2350)

TS

A I’aide d’ une ense, on ensemence la pente
puisle culot d’ un tube par piqure centrale.
L’incubation se fait a 37°C/48har2h.

Une coloration jaune de la pente indique un
lactose positif.

Une coloration jaune du culot montre un
glucose positif. Une coloration jaune de la
zone intermédiaire indique un saccharose
positif

Cetest permet également de mettre en
évidence la production de H,S(noircissement
de lazone joignant la pente et le culot) et du
gaz(bulles dans la gélose)

(Marchal et
al.,
1991).

Citrate de semence

La pente du milieu est ensemencée par pigure
centrale par une anse de platine,puisincubé a
37°C pendant 5 jours

Citrate positif :culture avec alcalinisation du
mileu

Citrate négatif :pas de culture(coloration verte
de milieu inchangee)

(Marchal et

1991).
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Tableau | : Résultats d’ analyses physico-chimiques de différentes échantillons de I’ ben

Région pH Acidité Taux deMG | Ladensité
Dornic (°D) | (g/l)

Tizi 4,46 61,11 10 1,032
Fénaia 4,59 66,66 9 1,087
Oued-ghir 4,54 67 10 1,028
Bolimat 4,35 72 3 1,020
Amizour 4,53 96 15 1,031
Adekar 4,60 81 17 1,033
Tichy 4,40 105 3 1,022
Kendira 4,38 77 6 1,965
Pk7(Tichy) | 4,50 89 6 1,014
Toudja 4,66 69 9 1,019
Timezrit 4,20 70 9 1,019
Tizi 4,62 79 16,5 1,025
N’ bechar

RasEl-ma | 4,52 69 6 1,018
Tizi ouzou | 4,29 80 30 1,027
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Tableau Il : Résultats de dénombrement des flores dansle |’ ben :

Flore FTAM Levure(L) Bactéries Coliformes | staphylocoques | Streptocoques
Régions Moisissures(M) Lactiques totaux totaux
L M MRS |M17
Tizi 4x10° 59x10" | 2,8x10" | 3x10° | 3x10° | 13x10° Abs
Fénaia |51x10° |4x10" [2x10° |[3x10° |30x10° | 2x10° Abs
Oued- | 24x10° |4x10" |7x10° |1x10° | 10x10° | 11x10° 1x10° 66x10°
Ghir
Bolimat | 11x10° | 3x10" | 14x10* | 20x10" | 15x10" | 11x10° 53x10° 4x10°
Amizour | 20,1x10™ | 18x10° | 18x10° | 81x10° | 10x10° | Abs 2x10° Abs
Adekar | 18,5x10° | 4x10° | 7x10°> |30x10° | 1,2x10° | 11x10° 4x10" 32x10°
tichy 30x10° | 26x10° | 23x10° | 28x10" | 30x10" | 2x10" 57x10° Abs
PK7 25x10"° | 3x10° |2x10° |30x10" | 30x10" | 11x10° 15%x10" Abs
Kendira | 4x10" | 7x10° |[24x10° | 9x10" | 13x10" | 7x10° 8x10° Abs
Toudja | 3x10° 2x10° | 34x10° | 28x10 | 12x10" | 7x10° 5x10" Abs
Timezrit | 5x10° | 6x10° | 7x10° | 52x10° | 38x10° | Abs Abs Abs
Tizi 4x10° 61x10° | 15x10° | 15x10" | 22x10" | Abs Abs Abs
N’ bechar
RasEl- | 4x10° 2x10" | 32x10° | 22x10° | 25x10" | 11x10° 3x10° Abs
ma
Tizi 4x10"° [ 4x10° | 4x10° |4x10" | 16x10° | 7x10° 16x10° Abs
Ouzou
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Tableau IV : Résultats des recherches de la flore pathogene dans les échantillons du |’ ben

collectés :

Flore Escherichia | Saphylococcus | Streptocoques | CSR salmonella
pathogene coli aureus fécaux

régions

Tizi + / / - -
Fénaia + / / - -
Oued-Ghir + + + - -
Bolimat + + + - -
Amizour / - / - -
Adekar + - + - -
Tichy + - / - -
PK7 - + / - -
Kendira - - / - -
Toudja - - / - -
Timezrit / / / - -
Tizi / / / - -
N’ bechar

Ras El-ma - + / - -
Tizi Ouzou |+ + / - -
+ :Croissance positive - :Croissance négative / :Non effectué
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Tableau | :Tableau de référence caractéristique des genres Lactococcus, Streptococcus
,Pediococcus ,Leuconostoc et Lactobacillus :(Axelsson ,2004 )

Caracteres Gaz Croissancea | Croissancea | Croissance a
Genre 45°C 6,5% de NaCl | pH=4
Lactococcus | - - - +-
Lactobacillus | +- +- +- +-
Pediococcus | - +- +- +
Sreptococcus | - + - -
Leuconostoc | + - +- +-

+ : Croissance positive

- :Croissance négative +- : Croissance faible

Tableau Il : caractéristiques physiologiques et biochimiques de quel ques especes du genre
Lactococcus : (Sellami et al ., (2007) .

especes | Lc Lc Lc Lc Lc |Lcssp |Lc
caractére | graviea | pisciu | raffinolacti | plantaru | lacti | Ictis lactis
S e m S m Ssssp | hordnia | ssp
lacti | e cremori
S S
2% NaCl | + ND + + + + +
4% NaCl | + ND - + + - -
6,5% - ND - - - - -
NaCl
45°C - - - - - -
gaz - - - - - -
Ph=45 |+ - + - - -
Ph=6,5 |- - + + + +

+ :Croissance positive - :Croissance négative ND :Non Déterminé
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Tableau 11 : Profil fermentaire de quel ques éspéces de genre Lactococcus :
espéeces Sucres

Lactose Maltose Mannitol Saccharose
Lc.gravieae |+ V \% V
Lc .lactisssp |+ - \% V
cremoris
Lc. lactis - - \ +
hordniae
Lc. lactisssp | + \% \%
lactis
Lc. pescium | + + +
Lc .plantarum | - + + +
Lc. + + V +
raffinolactis

+ :Positive - :Négative V : Variable

Tableau IV : tableau de référence des principaux caracteristiques des especes lactococcus.
Homofermentaire mesophiles . (deroissart,1986).

Les espeses T® Nacl% | Thermo Fermentation des sucres
resistance
37145 | 4 63,5°c arabinose | glucose | maltose | Saccharose
Lc.lactis
subsp.lactis + |- |+ - - + + -
Lc.lactis.subsp
cremoris + |- - - - + + -
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Tableau V: Tableau de référence des principaux caractéristiques des especes : pediococcus sp

homofermentaire thermophiles et mésophiles (de roissart ,1986).

Espeses T°C pH Nacl % gaz Sucres
37145 |4 8,2 4 16,5 xylose

Pc .dextrinicus | + | - - - + |- - -

Pc .acidilactici | + | - + - + |+ - +

Pc . halophilus | + | + - + + |+ - -

Pc.urinaequi | + | - - + + |+ - -

Tableau VI: Tableau de référence des principaux caractéristiques des especes |euconostocs
thermophiles et mésophiles : (de Roissart ,1986)

Les especes T°C gaz Fermentation des sucres
37 | 45 arabinose mannitol
Ln .mesenteriodes subsp + |- + + +

mesenteriodes

Ln .mesenteriodes subsp + |- + - -
dextranicum
Ln .mesenteriodes subsp - - + - -
cremoris

+ |- + + -

Ln .paramesenteriodes

Ln. lactis

Ln . oenos
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Tableau VII : Tableau de référence des principaux caractéristiques des lactobacilles (bacille)

homofermentaires thermophiles et mésophiles (Badis et al , 2005 )

pH Nacl%

L es especes Cr00| ssance a gaz 45 65 5 Z

45°c
Lb. helveticus + - + - - -
Lb. bulgaricus | + - + + - -
Lb. rhamnosus | + - + + + +
Lb. lactis + - + + + -
Lb. animalis + - + + + )
Lb. plantarum | - - + + + +
Lb.casel subsp | - - + + - -
alactosus
Lb.amymophilus | - - +- + +- +
Remarque : pour tous les tableaux :
+: Croissance positive - : Croissance négative  +- : Croissance faible /- Non

effectué
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Tableau | : Caractérisation morphologique des isolats des bactéries lactiques :

Cellules a Gram positif et catalase négatif

région Code de la souche/milieu de Aspect/Regroupement des
culture colonies
S:01 MRS Cocci
Tizi S:03 MRS Cocci
S:04 MRS Cocci
S:01 MRS Cocci en diplocogque/en chainette
S:02 MRS Cocci
Fénaia S:03 MRS cocci
S:04 MRS Cocci en diplocoque/Chainette
S:01 M17 Cocci en chainette
$:02 M17 cocci
S:03 M17 Cocci en diplocoque/chainette
S:04 M17 Cocci en diplocoque/chainette
S:05 M17 cocci
S:01 MRS Cocci
Oud- Ghir S:02 MRS Cocci en amas
S:03 MRS Long bacille
$:03 MRS Petit cocci
S:04 MRS Cocci
$:05 MRS Cocci en chainette/grappe
S:06 MRS Cocci
S:02 MRS Cocci en quatre
S:01 MRS Cocci
S:02 MRS Coccobacille
S:04 MRS Cocci
Bolimat monocoque/diplocoque/chainette
$:01 M17 cocci
S:01 M17 Cocci
$:02 M17 cocci
S:03 M17 Cocci
S:04 M17 Cocci
S:01 MRS Longue chainette
S:02 MRS Cocci diplocoque/Chainette
Amizour S :03 MRS Petit cocci
S :04 MRS Petit cocci a Longue chainette
S:A MRS Bacille
S :B MRS Bacille
S :D MRS Coccobacille
S:C MRS Bacille
Adekar S:01 M17 Cocci dispersé
S:02 M17 Cocci diplocoque/amas
S:03 M17 Cocci individuel/diplocoque
S:04 M17 Cocci dispersé
S :01 MRS Cocci diplocoque/chainette
S :02 MRS Coccobacille diplocoque/amas
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S:03 MRS Bacille
S :04 MRS Coccobacille
S :05 MRS Coccobacille
S :06 MRS Coccobacille en
chainette/dispersé
S :07 MRS Coccobacille en
Adekar chainette/dispersé
S:A Bacille
S:B Coccobacille
S:C Cocci en diplocoque
S:D Cocci en diplocoque/chainette
S:E Cocci
S:F Cocci
S:01 MRS Long bacille
S:02 MRS Cocci
S:03 MRS Coccobacille
S :04 MRS Coccobacille
S:01 M17 Cocci/coccobacille
S:02 M17 Cocci
S:01 MRS Cocobacille
Tichy S :02 MRS Coccobacille
S :03 MRS Long bacille
S :04 MRS Long bacille
S :05 MRS Bacille
S :06 MRS Coccobacille en amas/Chainette
S :07 MRS Cocci en chainette
S :08 MRS Coccobacille/petit badtonnet
S :09 MRS Bacille
S:01 M17 Cocci/coccobacille
S:02 M17 Coccobacille en amas ,Chainette
S:03 M17 Coccobacille
S :04 MRS Coccobacille
Tizi N'bechar S:01 M17 Coccobacille
S:03 M17 Cocci
S :04 M17 Cocci en chainette
S:05 M17 Cocci
S :06 MRS Cocci
S :07 MRS Bacille
S:01 M17 Cocci en diplocoque
S:02 M17 Bacille
S:03 M17 Bacille
S :04 MRS Coccobacille
PK7 S :05 MRS Cocci
S :06 MRS coccobacille/en chainette
S:01 MRS Cocci en amas
S:02 MRS Cocci
S:02 M17 Coccobacille
S:03 M17 Cocci
Kendira S:01 MRS Cocci
S :02 MRS Cocci en chainette/amas




Annexes IV

kendira S:03 MRS Coccobacille/diplocoque
S:01 MRS Cocci

Toudja S :02 MRS Long bacille
S:03 MRS Cocci en diplocoque
S :04 MRS Bacille
S:01 MRS Bacille

Ras-Elma S:02 MRS Cocci
S:03 M17 Cocci
S:01 M17 Cocci en amas
$:02 M17 Cocci en amas

Timezrit S:03 M17 Cocci en amas
S:04 M17 Cocci en amas
S:05M17 Cocci en amas
S:01 MRS Coccobacille
S:02 MRS Coccobacille
S :03 MRS Coccobacille
S :04 MRS Coccobacille

Tizi-Ouzou S :05 MRS Coccobacille
S :06 MRS Coccobacille
S :08 MRS Coccobacille
S :09 MRS Coccobacille
S:010 MRS Coccobacille
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Tableau Il ;: Cocci homofermentaires et hétérofermentaires :

Régions

Souches

Homofermentaire(gaz -)

Nombre

Tizi

Fenaia

Ouedghir

Bolimate

Touja
Ras dma

Timzrith

Amizour

Adekar

Tichy

Tizinbecher

S:01IMRS
S:03 MRS
S:04 MRS

S:01IMRS
S:02 MRS
S:03 MRS

S.01 M17
S:.03 M17
S.04 M17
S.02 MRS
S.02’MRS
S.03""MRS
S.04 MRS
S.03' MRS

S:.04 MRS
S:03 MRS

S:.01 MRS

S:.02 MRS

S.01 M17
S:02M17
S.05 M17

S.01 M17
S:03M17
S04 M17
S:02M17
S04 M17

SCM17
SFM17
S:.01 MRS

S.07 MRS

S.01 M17
S:04 M17
S.05 M17
S:06 M17

38 isolats cocci
gaz (-)
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PK7

Ouedghir

Bolimate

Kendira

Adekar

Tichy

PK7

S:01 M17
S:02 MRS
S:.02 MRS
S:03 MRS

S:.05 M17

S:01 MRS
S:01 M17

S:.01 MRS
S: 02 M17
S:.03M17
S04 M17

S:02 MRS

S:05 MRS
S:.06 MRS

Heterofermentaire

10 isolats cocci
gaz (+)
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Tableaulll :Critéeres d’ identification des isolats du groupe lactocoques,streptocoques et
pediocoque :

Cocci homofermentaires (gaz -)

Croissance | Thermophile | Croissance | PH= | PH=4,5 | nombre | Genre
souches | a45°c /mésophile a6,5% 4
Nacl

S:01 - - - +-
S:03 - - -
S:04 - - -
S:02 - - -
S:03 - - +
S:01 - Mesophiles - - 11 lactococcus
S:.02 - - - - isolats
S:02 - +- - -
S:05 - - - -
S:06 - - + +
S:03 - - - -

1 + + 1

thermophile - - -
- - - 07

isolat
- - - Sreptococcus

(ONONONONONN)]
OO0

R EEPR
+ + 4+ + + + +

=

S:02 - mesophiles + - - 01
isolats
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Tableau |V : Résultats de test de croissance des lactococcus homofermentaires :

Temperature PH Nacl% Thermoresistance

Region | Souches 3537 | 54 | 82 | 2 4 63,5°

S:0IMRS | + + +- - - - -
Tizi S:03MRS | + + + - - - -

S:04MRS |+ + + - - + +
ouedghir | S:02’MRS | + + - - + + -

S:03'MRS | + + + + + + -

+ + + - -

Toudja S:01 MRS | + + - - +- +- +-
Rasdma | S:02MRS | + + + - + - -
Amizour | S:02MRS | + + +- - +- +- +-
Tizi S:.05M17 |+ + + + + + -
N'becher | S:06 M17 |+ + + - - - -

S:03MRS | + + - - + + )
PK7
Tableau V : Profil fermentaire des lactococcus homofermentaires :

Les sucres
souch
es Sacch | malto | mannit | arabino | xylo | cellobi | levulo | glyceri | gluco | Lacto
ar se ol se se ose se ne se se

S:01 | +- + - + +- + + + + /
S:03 |- + - - - + + + + /
S04 |+ + + + + + + +- + /
S:02 | + + - +- +- + + +- + /
S:03 |+ + + - - + + + + /
S:01 | +- + + + + + + +- + /
S:02 |- + - +- - + + +- + /
S:02
S:05 |+ + - + - + + - / +
S:06 |+ + - - - + + + / +
S:03 |- + - - - + + - + /
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Tableau VI : Test de croissance des streptocoques homofermentaire thermophiles :

T°c PH Nacl Thermoresistance
Region souches %
thermophile |30 |37 (5,482 |65|2 |4 63,5°c
oueghir S:01M17 |+ + + +- |+ + |+ +
S:4M17 |+ + - + |+ + | - +
S:04MRS | + + + + |+ + |+ -
Amizour S:01M17 |+ + + + |+ + |- +-
S:03M17 |+ + + + |+ + | - +
Adekar SFM17 + + + + |+ + |- -
Tizinbecher | S:04 M17 + + - +- |+ |+ |+ +-
Region Souches 30 (37 |54 (82|65 |24 63,5°c
mesophile
PK7 S02MRS |+ + |- +- |- + |+ -
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Tableau VII : Résultats des tests de croissance des pediocoques homofermentaires
thermophiles et mésophiles:

T°c pH NaCl Thermo
Souches resistance
Region Thermophiles | 30 37 54 |82 |65 |2 4 63,5°c

Fenaia S:01 MRS + + + - + + + -

S:02 MRS + + + +- | +- + + -

S:03 MRS + + + - + + +- -
ouedghir S.02M17 + + + + |+ + - +

S:03 MRS + + +- - +- |- - -
bolimate S:04 MRS + + + + |+ + + -

S.03 MRS + + +- + + + + -
timzrith S:.01 M17 + + + - + + + -

S.02M17 + + + - + + + -

S.05 M17 + + +- + |- + + .
Amizour S04 M17 + + + + |+ + + +

S.04 MRS + + + + + + +- -
Adekar S.CM17 + + + + |+ + + +

S.01 MRS + + - + |+ + + +
tichy S.07 MRS + + + + |+ + + -
Tizinbecher | S:.01 M17 + +- + - + + + -
PK7 S.01M17 + - - + + + + +

Souche
PK7 mesophile

S:.02 MRS +- + + + |+ +- |+ -

S:03"MRS + + + + |+ + + -
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Tableau VIII : Résultats des tests de fermentation des sucres chez les pediocoques
homofermentaires thermophiles et mésophiles:

souches Fermentation des sucres
Sacch | malt | manni | arabi | xylo | cello | levulos | glycer | Gluco | Lacto
ose | tol nose | se bios | e ine se se
e

S.01 + - - +- - - - + + /
S.02 - + - - +- + + + + /
S.03 + + + + + + + + + /
S.03 + +- + +- + + + +- / +
S.02 - + - - + + + - + /
S.04 + + - +- +- + + +- + /
S.03 + + - + - + + + + /
S.01 - + +- - - - - - / +
S.02

S.05

S.04 + +- +- +- +- +- + - / +
S.04

S.C + + + +- +- + + +- / +
S.01 - + - - - + + - + /
S.07 + + + - +- + + + + /
S.01

S.01 - - +- - - + + - / +
S.02 + + - - +- +- + + + /
S.03” + + + - - + + + + /
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Tableau | X : Tests de croissance des leuconostocs hétérofermentaires thermophiles et

meésophiles.
T"c pH Nacl %
Region | Souches 3773 [45(4[45[54(65]82 (2[4 |65
mesophiles | o | 7
ouedghir | S:05M17 |+ |+ |- |- |- + |+ [+ [+]+ |+
bolimat | S:0IMRS |+ |+ |- |- |+ [+ |+ |+ |[+[+ |+
S0IM17 |+ [+ |- |- |- |+ |+ |+ |+]|- |-
Adekar | S:03M17 |+ |+ |- |- |+ |+ |+ |+ |+/|+ |+
S:04M17 |+ |+ |- |- |- + |+ |+ |-|- -
Tichy S:02MRS |+ |+ |- |+|+ |+ |+ |- ++ |+
PK7 S:O5MRS [+ |- |- |- |- N R T
S:06MRS |+ |+ |- |- |+ [+ |+ |+ |+|+ |+
Thermophi
les
Kendira | S:0IMRS [+ |+ |+ |- |+ |- + |+ |+|+ |+
Adekar | S:02M17 |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |[+|+ |+
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Tableau X : Résultats des tests de fermentation des sucres chez | es loconostocs
hétérof ermentaire thermophiles et mésophiles :

Fermentation des sucres

Souch | sacc | malto | mannit | arabino | xylo | cellobio | levulo | glyceri | gluco | Lacto
es h se ol se se se se ne se se
S:05 | +- + +- +- - + + +- / +
S:01 |- + + + - - + + + /
s.01 |- + - + - + + - / +
S:03 |- + - - - + + - + /
S04 |- + - - - + + - + /
S:02 |+ + + - - + + - + /
S:05 |+ - - - +- +- - - + /
S:06 |+ + - - - - + +- + /
S:01 |+ + - - + + + +- + /
S:02 |- + + - - + + - + /




Tableau X1 : Les principaux isolats de forme bacille et coccobacilles :

Annexes IV

Regions souches forme nombre Genre
ouedghir S:03'MRS | bacille
Amizour S:A MRS | bacille
S:BMRS | bacille
Adekar S:03MRS | bacille
Tichy S:09 MRS | bacille
Tizinbecher | S:07 MRS | bacille
touja S:02 MRS | bacille 13 isolats Lactobacillus
Amizour S:01 MRS | bacille
S:CMRS | bacille
Adekar S:AM17 bacille
S:01 MRS | bacille
Tichy S:03MRS | bacille
S:04 MRS | bacille
bolimat S:02 MRS | coccobacille
Amizour S:D MRS | coccobacille
Adekar S:02 MRS | coccobacille
S:04 MRS | coccobacille
S:05 MRS | coccobacille
S:06 MRS | coccobacille 30 isolats Lacctobacillus
S:07 MRS | coccobacille
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Tichy

Tizinbecher

PK7

Ras ama

TO

Amizour

Tichy

Touja

TO

Adekar
Tichy

Kendira

PK7

TO

S:03 MRS
S:04 MRS
S:02 MRS
S:02 MRS
S:01 MRS
S:02M17
S:03M17
S:01 M17

S:03M17
S:04 MRS

S:01 MRS

S:02 MRS

S:D’' MRS

S:06 MRS
S:08 MRS

S:04 MRS

S:08 MRS
S:09 MRS

S:BM17

S:04 MRS

S:03 MRS

S:06 MRS

S:01 MRS

coccobacille
coccobacille
coccobacille
coccobacille
coccobacille
coccobacille
coccobacille
coccobacille

coccobacille
coccobacille

coccobacille

coccobacille

coccobacille

coccobacille
coccobacille

coccobacille

coccobacille
coccobacille

coccobacille

coccobacille

coccobacille

coccobacille

coccobacille

Totaledesisolats :
43 isolats
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Tableau XI1 : Résultats des tests physiologiques et biochimiqgues des souches de genre
Lactobacillus(bacilles) :

Region souches Croissance | Gaz Thermophiles/mésoph Nombre
a45°c ile
Amizour S:01 MRS + -
S:CMRS + -
Adekar S:AM17 + -
thermophiles
S:01MRS |+ - 06 isolats
Tichy S:03MRS + -
S:04MRS |+ -
Ouedgir S.03MRS |- -
Amizour S:A MRS - -
S:B MRS - -
Adekar S:03MRS |- -
07 isolats
Tichy S:09MRS |- - meésophiles
Tizinbecher | S:07 MRS - -
Touja S:02 MRS - -
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Tableau X111 : Résultats de production de gaz par les lactobacilles (coccobacilles) :

regions souches gaz Croissances a45°c | Thermophile/mésophile | Nombre
Bolimat S:02MRS | - +
Amizour S.DMRS |- +
Adekar S:02MRS | - +
S:04MRS | - +
S:05MRS | - +
S:06 MRS | - +
S:07 MRS | - +
S:03MRS | - +
S:04 MRS | - + 19
Tichy S:02MRS | - + thermophiles isolats
S:02MRS | - +
S:01 MRS | - +
S:02M17 | - +
Tizinbecher | S:03M17 | - +
S:01M17 |- +
S:03M17 |- +
PK7 S:04 MRS | - +
Rasama S:01 MRS | - +
TO S:02MRS | - +
meésophiles
Amizour S:D'MRS | - -
Tichy S:06 MRS | - -
S:08 MRS | - - 06
isolats
Touja S:04 MRS | - -
TO S:08 MRS | - -
S:09MRS | - - thermophiles
Adekar S:BM17 |+ +
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Tichy S:04 MRS | + + meésophiles 03
isolats
Kendira S:03MRS | + +
PK7 S:06 MRS | + -
02
TO S:01 MRS | + - isolats

Tableau X1V : Résultats des tests de croissances des bacilles homofermentaires thermophiles et
meésophiles:

T° pH Nacl % Thermo
résistance
souches
30374 |45|54/65|87|2 |4 |65]|635°C
S:01 + |+ |+ |+ |+ |- - - - - -
S:C + o[+ - - [+ [+t
S:A thermophiles | + |+ |- |- + |+ |+ |+ |+ |- ;
S:01 + |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ [+ |-
S:03 + |+ |+ |+ |- + |+ |+ |+ |+ -
S:04 + |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ [+ [+ |-
S:03 + |+ |+ |+ +- |+ + o | - | - |-
SA + |+ |- |- + |+ |+ |+ |+ |- -
SB + |+ + |- - + + + | + - -
S:03 mésophiles |+ |+ |- |- + |+ |+ |+ |+ |+ |-
S:09 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ ||+ |+ |-
S:.07 + |+ |+ - + |+ |+ |- |+ |- -
S:02 + |+ |- |- - - - I A
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Tableau XV : Résultats des tests de croissance des lactobacilles(coccobacille) homofermentaires

thermophiles:
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Tableau XVI : Résultats de test de fermentation des sucre chez les lactobacilles( coccobacilles)
homofermentaire thermophiles :

Souches Fermentation des sucres
sacch | maltose | mannitol | arabinose | xylose | cellobiose | levulose | glycerine | glucose | Lactose

S:02 +- + +- + - + + +- + /
S:D + + + - - + + - + /
S:02 - + + - - + + - + /
S:04
S:05 - + - - - + + - + /
S:06 - + - - - + + - + /
S:07 + + - - - + + - + /
S:03 + + - - - + + - + /
S:04 + - + - +- +- + + + /
S.02 + +- - +- +- + + _ + /
S.02 + + + - - + - + /
S.01
S.02 - + + - - + + +- / +
S.03 + + + + + + - / +
S.01 - + +- - - - - - / +
S.03 - + + +- - + + - / +
S.04 - + - - - + + +- + /
S.01 +- - - - - - - + + /
S.02 + + - +- +- + + - - /

Tableau XVII : Résultats des tests de croissance des

lactobacilles(coccobacille)homofermentaires mésophiles :

souches T° Nacl % pH Thermorésistance

30 37 |2 |4 |65 |4 |45|54|65 |87 63 ,5°C

S:D’ + + + +- + +- | + + + + -

S:06 + + + |+ |+ -+ + |+ + -

S:08 + + + + +- +- | - + + + -

S:04 + + + |+ |+ - |- + |+ + -

S:08 + + + +- - - +- + + - -

S:09 +- + +- |+ |- -+ + |+ +- -
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Tableau XVII1 : Résultats des tests de fermentation des sucres chez les lactobacilles
(coccobacille) homofermentaires mésophiles :

souche Fermentation des sucres
S Sacch | malto | manni | arabin | xylo | cellobi | levulo | glyceri | gluco | Lact
arose | se tol ose se ose se ne se ose
S:D’ + + - - - - - - + /
S:06 - + - + - + + - + /
S:08 |- + - + - + + - + /
S:04 |+ + + - - - + +- + /
S:08 +- + - + + + + - + /
S:09 +- + - + + + + - + /
Tableau | XX :Résultats des tests de croissances des lactobacilles (coccobacilles)
hétérofermentaires thermophiles:
souches T® pH Nacl % Thermorésistance

30 |37 4145/54165(87|2 |4 |65 63,5°C

numuwm
[eoNe]
wbw

+

+

+

+

+

+
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Tableau XX : Fermentation des sucres chez |ed actobacilles(coccobacilles)hétérof ermentaires

thermophiles:

souch Fermentation des sucres

es sacchar | malto | manni | arabin | xylo | cellobi | levulo | glyceri | gluco | Lacto
ose se tol ose se ose se ne se se

SB

S:04 |- + - - - + + - + /

S:03 | +- + - - - + + - +- /

Tableau XXI : Résultats des tests de croissances des lactobacilles (coccobacilles)

hétérofermentaires mésophile

souches T® PH Nacl % Thermoresistance

30 |37 4 1455416587 4 165 63,5°C

S:06 + + -+ |+ |+ |+ + + +

S:01 + +- - |- +- |+ |- +- | +- +-

Tableau XXI1 : Fermentation des sucres chez les lactobacilles (coccobacilles)

Hétérof ermentai res mésophiles :

souch Fermentation des sucres

es
sacchar | malto | manni | arabin | xylo | cellobi | levulo | glyceri | gluco | Lacto
ose se tol ose se ose se ne se se

S:06 |+ + - - - - + +- + /

S.01 |+ + - - + + + + + /

Remarque : Pour tous les tableaux :

+ :Croissance positive - :Croissance négative + - :faible croissance /:Non effectué
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Composition des milieux de culture et des solutions de titrage :

> Milieux de cultures:

MRS agar (de Lan Rogossa et Sharpe, 1960)

EXErait @ I@VUIE....eeieectectieeece ettt ettt sbe et sareraebben e neesbesasenneenaen 05g
- [Tl e TSI = o o [T U UURPOt 05g
o= o o o =TT 10g
ACELATE AE SOUIUM ettt st er b e r e e e b st srresbenbennes 05g
Citrate de SOTIUM ...viciecec ettt ettt ser e e ere e et be s sbessaenasesaseesaeesaeernaen 02g
GIUCOSE .ottt ettt ettt ae st st st st se st st saesee st e esensessessesbessesaesaessessenanes 20g
KH PO 4 ettt ettt ettt et eteetesteeaeebestesbesaestesae s e s seneasensensenbenaensennentens 02g
MBSO ettt ettt ettt et ettt ettt sae b et e b et she b et et e et sreeenbe e e s 01lg
IVINSO 4 cocte ettt ettt ettt et et s et eaeeaeeaeetesaseteeteeteeteetesteete st e neeane e tennnnns seees 0,05g
AT e e et e e et et e et et e st te e eheaeteseteeetbee et ten eatbee s ereen 12g
TWEENEO ..ottt ettt et e e e s e e s te st et e sre e et e she e et b e ntesaseesaee sbe et bentesaneesaneereeeens 01ml
EQU QISEIHIBE ..ottt ettt et sre s st s e s et et eaeeas 1000ml
pH=6,5%0,2

Autoclave : 120°C/ 15mn

Milieu M17 agar
EXErAit A€ IEVUIE .ottt s b b st sae st st st e nee s 2,5¢
EXErait d@ VIANAE oottt st s st s e e e e e s 05g
PEPLONE A CASBINE ettt st st st st se e se e e e se e e e e e ansens 2,5¢g
PePtONE dE VIANAE ..ottt ettt s e s st st st e st e e e nn 2,5¢
PEPLONE B SOJA ..viivieeieieieee ettt et e e e e bbbttt se et e ene e s 05g
ACIAE ASCOTDIGUE ..ttt et eb ettt e e e e e eseeaesbesae sae st st st st seenes 0,5g
B-glycérophosphate de SOAIUM .......ceciiiriirininir e sttt s 19g
SUIfat d& MABNESIUM ..ottt e s sae st saesbestesbe s s nnanees 0,25g
Y= Y PNt 12,75¢g
EQU AISTIIE .ttt et s e et et s e b s b st e n e 1000ml
PH=7,1.70,2
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Gélose PCA (Plate Count Agar)

I/ 01 o =TT 0O5g
EXEF@it @ IEVUIE covvece ettt ettt et e eb b et sre shesreene s aes e e snesr one 2,5g
GIUCOSE ettt et ettt ettt sresbesresasaeb e e s e sbesbsensarseesbesbenssense st sanarsaenbenses 10g
FAY=2- | ST OO OU PO U UPP TP PRPRURRUPPORt 15¢g
BQU dISTIIE e ettt er e 1000g
PH =7

Milieu chapman
PEPTONE ...t e e e e e 10g
Extrait de viande de boauf ... 01g
Chlorure de SOdIiUM .....ccoviiiiiceee e e 75g
IMANNTEO ettt s s st s s e e e 10g
rouge de PhENOL ..o 0,025¢g
Agar €aU diStillé .....ovoeeeeeee e e 1000ml
AU AISTIlIE vttt bbb 15g

PH=7,4
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Milieu SS (Salmonelle ,Shigel)

Extrait de viande de DOBUT ..o e e 05g
BIO-POIYEONE .ottt ettt e eneere s 05g
SEIDIIAINE ettt et et et st st st e seenee e e e e e s 8,5g

= Tt 10 1Y =TT 10g
Citrate dE SOTIUM c.oviiiicee et e ste e et be s s b sreaesae e sbe e s e besrsaennaesanaesnnes 8,58
ThiosUITate de SOIUM ......ocevieieiiece et sre b e s s er e arenesenes 8,5g
CItrate fRITIGQUE covvieeieee ettt ettt e et st eae s e eb bt e e e sbesbesanssbenseennestesean 01g
VEIE BIIHIANT 1ottt et eb et et sresbesre s sebaesbeaen sbesbeenneenaens 0,330g
ROUEE NEULIE ..ottt ettt et te s e e e e e teseaaesetaee st tessreaesbesennte senntesenneesnes 0,025g
Y= Y TSRS 13,5g
EQU ISTIlIE .ot s et st st st e e e e s s s s e s en s aenae s 1000ml
PH=7,0

PEPTONE. ..t et e ettt sttt sae et et et ee e e eenns 10g
LACEOSE .ttt e et e e e e e sttt sae e s e e et en e st e s e e 10g
PhoSphate dipOtasSiQUe.......ccuuiueieiriiriirt ettt et saesae st st st saesae e seesaesee e senas 2g

B OSINeeeeeeteeeeeeeeeteeeeeeeee saeeee she e e e ettt bt e e et e et eae e s e nas 0,4g
BlEU A€ MEBLNEIENE.....cci et e e e e aeene 65mg
AN e e ettt et et et h e st b e et et e et sheeebee b et eea e st eenbenae s 15¢g

BQU STttt s et st st b e st st st saeneen 1000 ml
pH=7,1

=T 0] 0] [PPSR 20g
e L e IRV = T [T TSRS 5g
EXEFAIt @ I@VUIE...cvectteiee ettt ettt st et ee e eb b saesbesaesns st benbeennesae s 5g
Chlorure de lIENIUM ... ettt b eresaresaaes e e sbesbeenees 5g
IMIANNIEO 1ttt cte e b et b ebeeae b e et e s be e e aesbesresaneesaensesansrestesnnes 20g
ChlOrUre de SOTIUM ..uieiiiieecre ettt ettt steere e eebaeb e ar e e sbesresbaesbenneennenn 5g
GlYCIN ittt et er e e et sbe sbe bt be st ebesheeaees e b benbenar et ehesaneraenbennen 1,2g
PYruvate de SOQIUML......cciiie ittt ettt ettt sae et ste et e besaeeetbeesbesbaennsesteaennaestesessenn 3g

[ TU e L =11 <Y<Y TP 1000ml
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Gélose VF
PEPTONE. .. ettt et et he et ee e et en b st sebbe e st eeane s 20g
Extrait de viande de fOie.....u i 10g
GlUCOSE ettt ettt e et ettt se et et e se e e e eaeeseeaeeseebeeae sa st saenee se saeneenee e s 10g
AMIUON .ttt ettt sttt e e e e et eaeebesbesaesbe st sa seesee e e e e e e e aentens 50g
LY== | OSSOSO PO OP RO UP ORI 15¢g
EQU QISTIIB.c. ittt st st et s et et s r e nes 1000ml

pH=7,610,1

» Solutions detitrage :

Solution NaoH

=T 01 o] o 1= TS TSR 1g
Chlorure de SOIUM....c.vciiiieeecte ettt vt e st sbeere b eesbesbe e eae sbesanesaenbenses 8g
EQU ISTIIE.. ettt s e s te s te st st st s e e e e e e nenn 1000ml

Phénolphtaléine a 1%

[ o T=T o] 1] ) =1 [=1 [ o =TS PP PUPRRRPPPTPPP 1g
AICOOI 95°C ittt e st st st st st st sae e sa e e e e e e s s e benten 100 ml




Résumeé:

14 échantillon de |’ ben traditionnel prélevés dans certaine régions des trois wilayas
(B&aia, Sétif et Tizi Ouzou) .Latotalité des échantillons ont été soumise ala détermination du
pH, del’acidité Dornic, de taux de matiere grasse de la densité et a une analyse
microbiologique.

Les résultats étaient variables selon les différentes régions, le procédé suivi durant la
fabrication du I’ ben et la pratique des régles d  hygienes.

116 isolats de bactéries lactiques ont étaient isolées sur milieu MRS et M17 et ades
températures d’ incubation de 30°C et 37°C. Parmi ces 116 isolats,91 ont étaient retenues pour
I’identification, les souches ont pu étre identifiées au genres Lactococcus(04
espéeces), Streptococcus(02 espéeces),Pediococcus(02 espéces),Leuconostoc(02 espéces) et
Lactobacillus( 08especes).

Mots clés: I’ ben traditionnel, qualité physico-chimique, qualité microbiologique,
isolement, identification, bacteries lactiques.

Abstract :

14 samples of traditional fermented milk ,taken from(Bejaia Setif,and Tizi Ouzou). in a the
samples,pH,titrable acidity,fat,densite,and microbiological have been analysed.

The results varied widely between the different area and the process of fabrication.

116 strains of lactic bacteria have been isolated on the circle M17,MRS at temperature of
incubation of 30°C and 37°C.91 strains could be identified to genera:Lactococcus(04
strains),Streptococcus(02 strains),Pediococcus(02 strains),L euconostoc(06
strains),Lactococcus(06 strains)

Key words: (milk fermented),physico-chimical quality,microbiological quality
Jisolation,identification,acid lactic bacteria
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