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Résumé

Résume

La fabrication des fromages traditionnels implique l'utilisation de lait cru aprés fermentation sans
utilisation des auxiliaires ou des levains lactiques. Les microflores présentent dans ce type de produit sont
diversifiés composé d'une population microbienne endogéne naturelle apportée par le lait utilisé dans la
fabrication de ce type de produit. L'objectif tracé dans ce projet d’étude est de déterminer la biodiversité
microbienne de ce type de produit fabriqué localement. Les analyses microbiologiques tracées pour la
réalisation de I'objectif de notre sujet porte sur l'isolement, I'identification et la caractérisation des
principaux la microflore du fromage en particulier les bactéries d’intérét technologiques de produits final.
Vu la crise sanitaire qui a touchée notre pays par I'apparition du COVID-19 I'ensemble des travaux au
niveau de laboratoire ont été suspendus. Pour cela, le mémoire rédigé synthétise I'ensemble les notion:
théoriques sur les principaux genres des bactéries lactiques et en particulier le geaototdacillus et
Streptococcus et le rolges ces microorganismes en technologie fromagére en particulier et la deuxiéme
partie résume les principaux les méthodes qui peuvent étre employées pour mettre en évidence
l'identification et la caractérisation des principaux microorganismes de ce type de fromage.

Mots clés : fromage traditionnel ; microflore ; lait cru, biodiversité.

The manufacture of traditional cheeses involves the use of raw milk after fermentation without the
use of auxiliaries or lactic starter. The microflora present in this product are diversified composed of a
natural endogenous microbial population provided by the milk used in the manufacture of this product. The
objective set out in this study is to determine the microbial biodiversity of this type of locally produced
product. The microbiological analyzes traced for the achievement of the objective of our subject relate to
the isolation, identification and characterization of microflora of cheese in particular bacteria with
technological interest for final products. Given the health crisis that has affected our country by the
appearance of COVID-19, all work at the laboratory level has been suspended. For this reason, the
manuscript synthesizes all the theoretical notions on the main genera of lactic acid bacteria and in particular
the genus oLactobacillusandStreptococcusind the role of these microorganisms in cheese technology in
particular and the second part summarizes the main methods that can be used to highlight the identification
and characterization of the main  microorganisms of this type of cheese.
Keywords: traditional cheese; microflora; raw milk, biodiversity.
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Introduction

Introduction
Le lait est un produit indispensable a I'équdilnle I'alimentation humaine. Il contient de

nombreux nutriments qui fortifient notre organismgrotéines, glucides, lipides, sels minéraux,
vitamines et oligo-éléments. Le lait fut de toumps un symbole de fertilité, de richesse et
d’abondance. Il représente un milieu biologiquetcimrent altérable par voie microbienne en
raison de sa forte teneur en eau, de son pH vdesia neutralité et de sa richesse en composants
biodégradables (lactose, protéines et lipideslyghebaert, 2006)
L’Algérie a une tradition des produits laitiers fiétablie, transmise de génération en génération,
qui a un aspect important de la culture algérierrss. femmes algérienne comme toutes les
cultures pastorale, ont toujours étés les prinepalrotagonistes auteurs de la transformation de
lait. (Claps et Morone, 2011).

Cette transformation se fait par l'internadih des bactéries lactiques
Les bactéries lactiques présentent un grand intknés I'industrie. Elles assurent non seulement
des caractéristiques particulieres d’arbmes eéxi@ite mais aussi une bonne sécurité alimentaire.
Cette sécurité est favorisée grace a la produdies acides organiques (acides lactiques et
acétiques), qui font baisser le pH dans le miledupar la synthese de bactériocines qui renforce
cette conservatio(Bekhouche et Boulahrouf, 2005)

En Algérie, le lait cru est transformé pasdméthodes traditionnelles en fromage frais
«Jbenx», et autres produits laitiers. Ces prodetternent leurs qualités désirables méme apres une
longue conservation a température ambiante.

En Algérie, les fromages traditionnels soeti nombreux, et non entierement recensés. Il y a
environ dix types de fromages connus dans difféseenégions du pays (Aissaoui Zitounadkt
2012). Les fromages Bouhezzslichouna et Madeghissa sont fabriqués dans la mégies
Chaouia (Nord-est), Takammerite et Aoules dansidg jounane en Kabyliguant au Klila et au
Jben, ils sont connus dans plus d'une région (H&@01). Ces fromages restent encore non
labellisés, leur fabrication est destinée a I'aoatmommation au niveau familial. Certains d’entre

eux sont plus ou moins commercialisés de maniéisanaale.
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Parmi les produits laitiers fermentés, courent consommés, le fromage traditionnel
algérien appelé "jben", tres populaire a la compagindans des villes aussi, comme Ain Sefra,
Mechria,Sebdou ect... Il est fabriqué a partir di ¢au de vache, de brebis ou de chevre. Sa
fabrication demande I'utilisation des enzymes ctages d’origine animale comme « Hakka » ou
végétales comme les fleurs d’'artichauts et de cardoes fromages traditionnels hébergent un
microbiote diversité, composé de populations mienabes endogénes, qui joue un réle majeur
dans le développement des qualités nutritionnell@sganoleptiques tres sollicitées.

Pour cela nous nous somme intéressé a étudierwpsefghantillons de « jben » provenant
de la région de El-Bayadh.
Le travail consiste a isoler des souches lactigtiéss caractériser phénotypiquement par des tests

physiologiques et biochimiques aprés isolementugfigation.
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1. Les fromages traditionnels Algériens
1.1. Définition du fromage

Selon leCodex alimentaires(norme FAO/OMS A 6), le fromage est le produitids® ou
semi-solide, frais ou affiné, dont le ratio lactag@/caséine n’est pas supérieur a celui du lait
(Belbeldi, 2013)

Les fromages frais sont des fromages a &gmitlent, n’ayant subi que la fermentation
lactique obtenue avec des laits propres a la comsdimn humaingMehnoune et Ferhoul,
2015)

1.2. Produits laitiers traditionnels Algériens

Les laits fermentés sont de produits latieansformés par une fermentation essentiellement
lactiques qui aboutit a I'acidification et a laifjiéhtion de laitg(Leksir, 2012)
En Algérie, les laits fermentés et les fromaged $alriqués traditionnellement a la maison et
servent a l'autoconsommation. Plusieurs produdditionnels sont en voie de disparition pour
différentes raisons dont le non disponibilité fagére, I'exode rural et le changement des
habitudes alimentaires.

Ceux dont 'usage est le plus répandu, cortemiRayeb et le Jben, tout en gardant le méme
nom, changent de procédé technologique du faiuateihdustrialisatioiBendimerad, 2013)
La consommation des produits laitiers est égalerassciée a des effets bénéfiques sur la santé
en plus de leurs valeurs nutritionnelles. La tramsftion du lait de chevre en produits laitiers
traditionnels algériens, tels que Raib Lben et Hstméalisée via une fermentation spontanée sans
I'ajout d’une entrée sélectionn@@ouadijaib, 2013)

* Les produits laitiers traditionnels algériens intpats qui ont la signification commerciale

sont : Klila, Bouhezza, Jben, , Le Michouna .
1.2.1. Bouhazza
Bouhezza est un fromage traditionnel alggriabriqué et consommé depuis I'antiquité par

les population€haouig qui vivent dans la région d’Aures (Nord Est d’Atge) (Belbeldi, 2013)

Ce fromage préparé a l'origine a partir di¢ dle chevre et éventuellement de brebis mais

actuellement il est préparé a partir du lait dehedébid, 2015).

Il est typiquement fabrique a partir de @it non ensemencer ceci se confirme par sa charge
en flore mésophyte et de streptocoque lactique, gegmes sont responsables surtout de la

diminution concomitante du pH et de I'augmentatien’acidité(Bouadjaib, 2013)
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La fabrication de Bouhezza est caractéessentiellement par la préparation de la Chekoua,
et du Lben. La Chekoua est la peau animale enfi&au chévre ou brebis, mais celle de chevre
est la plus utilisée) qui a subi un traitement gdgmour donner la forme d’un récipient utilisé pou
la fabrication de BouhezZ8elbeldi, 2013)

1.2.2. La Klila ou caséine desséchée

La Klila est un fromage ferment produit entpiement dans plusieurs région de I'Algérie, il
est fabriguée par un chauffage relativement mod@&®ea 75C°) du Leben jusqu’a ce que le Lben
est caille (10 a 15 mir{Bouadjaib, 2013)

Le caille est ensuite égouttée spontanémerngresse, le fromage obtenu est consommeée tel
gu’il est frais au aprés un séchage il est utilisgmme un ingrédient apres réhydratation dans les
préparations culinaire traditionn@bid, 2015)

1.2.3. Méchouna

Il est fabriqué a partir du lait cru qui estauffé jusqu'a ébullition. Ensuite, on ajoutelale

fermenté « Lben » ou « Rayeb » et du sel. Le mélasy laissé égoutt€@ucherif et Sellema,

2015)
1.2.4. Djben
Selon la norme ddodex Alimentairest la norme internationale FAO/OMS, le fromagesfra

ou non affiné est le fromage qui est prét a la comeation peu de temps apres fabrication
(Luguet et Corrieu, 2005).

Jben est un fromage traditionnel frais obtpar coagulation enzymatique (présure extrait a
partir de la caillette de veau). Le lait destindaafabrication est chauffé, une fois tiede, un
fragment de caillette bovine est macéré dans te Agirés coagulation du lait et égouttage, le
caillé ainsi obtenu peut étre salé ou additionné&ydelques épices ou de plantes aromatiques
(Djouhri et Madani 2015).

2. Matiere premiere de jben
2. 1.Définition de lait
Le lait est une sécrétion mammaire norrdaaimaux de traite obtenue, a partir d’'une ou de
plusieurs traites sans y ajouter ou en soustraséirtee a la consommation comme lait liquide ou
a un traitement ultérieuFAO ,2000).
Le lait est liquide secrété par les glandesmmaires des femelles mammiferes, apres la

naissance de jeune. C’est un liquide de compositmmplexe blanc et opaque d'une saveur
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douce, d’'une réaction ionique voisin de la neutalDans la nature la fonction du lait est d’étre
un aliment exclusif des jeunes mammiferes, pendamériode critique de leur existence apres la
naissance, alors que la croissance est rapideilehepeut lui étre substitue d’autres alimerts.
grande complexité de la composition du lait régaadette fonctioAlais, 1984 ; Amiot et al
.,2002.

Selon le congrés international pour la@épion des fraudes alimentaires, tenu en 1908, « Le
produit intégral de la traite totale et ininterramepd’une femelle laitiere ;(vache ,jument chévre
brebis ,etc) bien portante ,bien nourrie et nonmsmee. Le lait doit étre recueilli proprement et
ne doit pas contenir du colostrum Degjeux, 1993 ; Boudire et luquet 1981). Jeantet et al
(2008)rapportent que le lait doit étre en outre collatdé@s de bonnes conditions hygiéniques et
présenter toutes les garanties sanitaires. |l @eatcommercialisé en I'état mais le plus souvent
aprés avoir subi des traitements de standardis&patique et d’épuration microbienne pour
limiter les risques hygiéniques et assurer une Iplugue conservation.

2.2. Composition physique et chimique du lait cru

Le lait contient une forte proportion d’eanviron 87 %. Le reste est représenté par I'extrait
sec (environ 130g par litre). Les principaux cdasints de cet extrait sec : les lipides, les gesid
les protides, les vitamines et les éléments minéf@a2+, Na+, K+, Mg2+et Cl{Abid, 2015). I
contient des immunoglobulines, des hormones, deteuUes de croissance, des cytokines, des
nucléotides, des peptides, des polyamines, desrewgt d'autres peptides bioactive. Grace a ces
composants, le lait est une denrée alimentaireédass des propriétés nutritives tres importantes
(Daouadi, 2006).
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Tableaux 1. Composition physique et chimique du|  ait cru (Bouchakour et Djaghlali, 2015)

CONSTITUANTS QUANTITE (g/L)

Eau libre 842.625
Eau libre 32.375 875

Glucides Lactose 46

Matieres grasses 36
proprement dite
Lécithine 0.5
Matiére grasse (phospholipide) 37
0.5

Partie insaponifiable
(stérol, carotene,
albumines)

Caséines 25

Protéines solubles 5.5
(globulines,
albumines)

Protéines
32

1.5
Substances azotées
non protéiques

Acide citrique 2
Sels minéraux Acide phosphorique
(P205) 3.3 8
Acide chlorhydrique
(HCL)

2.7

Vitamines, enzymes,
Constituants gaz, dissous, pigment, Traces
mineurs cellules diverses

2.3. Microbiologie du lait
Les micro-organismes présents dans le lait &é utilisés pour la transformation et la
conservation du lait. Associée a I'action de laspré, la flore microbienne des laits permettra la

production d'une gamme tres diversifiée de fromdgaghier, 2011).
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2.3.1. Flore indigeéne ou originelle

L’ensemble des microorganismes retrouves tiatait définit la flore originelle des prodaiit
laitiers, a la sortie du pis, les genres dominaot# essentiellement des mésophidshnoune
et Ferhoul, 2015) Il s’agit de Microcoques, mais aussi streptocaglaetiques et lactobacilles
(Bezzalla et Gouttaya, 2013)

L’abondance de ces microorganismes, sontekation étroite avec I'alimentation et n’ont
aucun effet significatif sur la qualité du laitsetr sa production. Le lait dans les cellules duepis
stérile, mais la glande mammaire, la peau du @isydtériel de traite, la litiere, la qualité dér l&t
les pratiques des éleveurs sont des sources danoation(Ouadghiri, 2009).

Lorsqu’il est prélevé dans de bonnes coowlti le lait contient essentiellement des germes
saprophytes du pis et des canaux galactophoMiErococcus streptocoques lactiques et des
Lactobacillus Du fait de sa composition physico-chimique, iedat un excellent substrat pour la
croissance microbienr(8elarbi, 2011)

La flore naturelle du lait, au départ espimcipal facteur de sa dégradation, et a été &t
pour ses propriétés acidifiante, protéolytiqueglijique et aromatiqué_aithier, 2011). La flore
microbienne originelle du lait participe de facompiortante a I'établissement des caracteéristiques
organoleptigues des fromages frais et ce, indépemdst de la présence des ferments
(Tchamba, 2007) Cette flore microbienne, dite naturelle ou indiggjoue un réle important dans
la qualité des fromages au lait cru, en particudigrle plan gustatif. Elle permet de préserver une

certaine diversité sensorielle des fromaderodier, 2015)

2.3.2. Les microorganismes responsables d’altératio n

Ce sont des bactéries, champignons indésgapportés par la contamination. Cette flore
regroupe les bactéries thermorésistantes, lesooolfs, les psychrotrophes, les levures et
moisissuregZergoune, 2015)

Cette microorganismes sont responsables difauts sensoriels de gout, d’ardbmes,
d’apparence ou de texture du produit laitier. Hasfoertains microorganismes nuisibles peuvent
aussi étre pathogeng@sabir, 2015).

Les principaux germes de la flore d’altématisont Pseudomonas sp., Proteus,sfes
coliformes soit principalement les geniescherichia coliet Enterobacterles sporulées telle que
Bacillus sp, etClostridium sp, des bactéries psychrotrophesettaines levures et moisissures
(Vignolo, 2002).
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2.3.3. Les bactéries thermorésistantes

Les composantes de cette flore sontMésrococcus € Bacillus dont I'especeB. cereus
produit une entérotoxine c'est la flore de contatiim provenant le plus souvent de la machine a
traire ou des tanks Clostridium perfringensest l'une des causes de toxi-infection alimentaire
(Djouhri et Madani, 2015).

2.3.4. Les coliformes

La présence de contamination fécale eshidgfar des microorganismes indicateurs, dite
les coliformes.(Becila, 2009) Certains coliformes sont responsable de la ptomlucle I'acide
lactiques et fermentent le lactose par voie hé@mmentaire. De plus, ces bactéries élaborent
diverses substances qui provoquent le gonflemeéabpe des produits laitiers dont le fromage.

Un grand nombre d'entre elles étant lesshatbituels de l'intestin des mammiféres, leur
présence dans le lait tout comme dans l'eau,irdicE d'une contamination fécale. Cet indice est

mis a profit dans I'examen de la qualité des ptsdui
2.3.5. Bactéries psychrotrophes
Les bactéries psychrotrophes come Rssudomonagprincipalement etBacillus peuvent

produire des lipases et protéases extracellulaes.enzymes peuvent provoquer des défauts de
goUlt de rance et amertume dans les fromdBeddjilali, 2015).

D’autre microorganismes commeicinetobacteres, Clostridium Pseudomonas et
Flavobacteriumqui se développent a une température de 3 a 78€letmonocytogenesapable

de se multiplier a une température comprise eritteed 10°C.
2.3.6. Bactéries butyriques
Les bactéries butyriques telles que @sstridium tyrobutyricunpeuvent se développer

dans les fromages et donner des défauts de godtoeverture « gonflement tardif » par
fermentation butyrique et production d’acide bigye et d’hydrogengBeuvier et Feutry,
2005)

2.3.7. Levures et moisissures

2.3.7.1. Les levures :

Certaines levures présentent dans le lait capables de fermenter le lactose avec production
de I'‘éthanol. Il y a des levures qui participettaffinage de certaines fromages et d‘autres ettren
dans la fabrication de certains produits laitiemsrentés. Il y a aussi dans le domaine laitier des
levures nuisibles responsables de certaines dégrmadiétectées par des odeurs d‘alcool, par un

gonflement des emballages et du fromage du a lduption de gaZZergoune, 2015) Les
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levures associées au lait sont les espéces susvamebaryomyces hansenii, Kluyveromyces
lactis, Saccharomyces cerevisiae, Yarrowia lipobtiCandida kefyet Torulopsis lactis condensi
(Bourgeois etal, 1996)
2.3.7.1. Les moisissures

Sans importance dans le lait liquide, ell@gressent un grand nombre d’autres produits
laitiers. Elles se développent en surface, ou dassparties internes aérées. Elles sont
productrices de lipases et de protéases, dont ncomé&e lePenicillium et le Geotrichum
(Zergoune, 2015) Les moisissures liees aux produits laitiers deatsuivantes Geotrichum
candidum, Sporendonema sebi, Penicillium, Mucor,izétius, Cladosporium herbarum,
Scopulariopsis fusca, Trichoderma viride, Altermadlternata, Botrytis cinerea, Fusariuet
Byssochlamy&ourgeois etal, 1996)

2.3.8. Les micro-organismes potentiellement pathogé  nes

Les bactéries pathogénes pour 'hnomme pédtem présentes dans le lait cru, ou dans les
produits laitiers qui en dérivent. Provoquer dedaises chez les personnes qui consomment ces
produits(Bouraoui, 2014).La présence des micro-organismes pathogenes déait peut avoir
trois sources : I'animal, 'homme et I'environnermédenoussi, 2013)

La flore pathogene sont des bactéries mdéssphlLes principaux microorganismes
pathogenes associés aux produits laitiers s@atimonella, Staphylococcus aurge@ostridium
botulinum Clostridium perfringens Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica, Listeria
monocytogenes, Escherichia cdlampylobacter jejuni, Shigella sonei certaines moisissures
(Tchamba, 2007) Leur origine est variée ; infection mammaire, énial de traite, ensilage. Elle

présente un danger pour le consommaealdjilali, 2015).

Tableau 2. Microorganismes du lait du lait cru (Le  yral et Vierling, 2001).

Flore originelle Flore de contamination
Bactéries des Bactéries contaminant Bactéries Bactéries présentes
canaux le lait pendant et aprésd’origine fécale sur
galactophores la traite 'animal malade
Lactobacilles Pseudomonas, Clostridium Staphylococcus
streptocoques Flavobactérium Coliformes aureus
lactiques Entérbactéries, fécaux Brucellaet Yersinia
Microcoques, Salmonella
Corynébactéries Yersinia

11
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3. Les bactéries lactiques
3.1. Généralités sur les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des microosgaes regroupés dans un groupe hétérogene qui
rassemble un certain nombre de genres se caracdtérigroduise d’'acide lactique, liée a un
meétabolisme exclusivement fermentaire. La fermeoriagst dite : homolactique si I'acide lactique
est pratiquement le seul produit formé et hététmae si d’autres composés sont aussi présents,
comme l'acide acétique, I'éthanol, le €Reveau et Bouix, 1993).

Elles sont Gram positif, généralement imreshi asporulées, catalase négative, oxydase
négative et généralement nitrate réductase négatiles sont aussi des bactéries anaérobies
facultatives. Elles ont des exigences nutritioregelcomplexes pour les acides aminés, les
peptides, les vitamines, les sels, les acides @jréss glucides fermentescibl@é3ellaglio et al.,

1994 ; Hogg, 2008). Les bactéries lactiques jouent un role significdéihs I'acidification du lait
et I'affinage des fromages grace a leurs aptittieelsnologiques. Elles sont aussi impliquées dans

la fermentation spontanée de beaucoup de prodimtsrdaires(Stiles et Holzapfel, 1997).
3.2. Origine et habitat
Elles sont associées aux habitats richesugmments, comme les plantes, ainsi que divers

produits alimentaires : le lait et produits laisiefes viandes et les boissons, mais d’autres sont
aussi présents dans la flore normale de lintestidu vagin des mammiféreSglminen et al,
2004 ; Carina Audisio et Maria, 2010).

3.3-Définition et caractéristiques

Les bactéries lactigues sont des cellulescgryotes organotrophes formant un groupe
hétérogene. Elles peuvent avoir difféerentes fornspéiériques (coques/genBtreptococcuset
Lactococcus.), en batonnets (bacilles/genrkactobacillug ou encore ovoided.¢uconostoc
ssp.) (Luguet et Corrieu, 2005; Galvez et al, 2011). Ce sont des bactéries a Gram positif,
asporulantes, aéro anaérobie facultatives ou naiérophiles, a métabolisme fermentaire strict,
acido-tolérantes et capables de croitre a des tatopés comprises entre 10°C et 45°C et a des
pH allant de 4,0 a 4,5. Ces bactéries sont géméesie immobiles et se caractérisent par la
production d’acide lactique.

Elle sont aussi des exigences nutritidesetomplexes pour les acides aminés, les peptides,
les vitamines, les sels, les acides gras et lesidgls fermentescibleSalminen et al., 2004;
Dellaglio et al.,1994).

12
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3.4. Les principaux genres de bactéries lactiques du fromage
3.4. 1.Lactobacillus

Le genrd.actobacillusconstitue le groupe le plus large de la fanliéetobacteriaceae.es
lactobacilles sont des bactéries en forme de bétenou coccobacilles, souvent organisées en
chaines, préférant relativement des milieux acig¢$ 5,5 a 6,5). Le grand nombre d’espéces
appartement a ce genre révele des variations pjgqoes et géenotypiques considérables
trouvées dans ce grouf@orrieu et Luquet, 2008).

Les lactobacilles se répartissent en tresuges selon leur profil fermentaire, d’aprés la
classification de Kandler et Weiss (198&® peut distinguer:
Groupe | : il comprend les especes homofermentaires dioliges, c’est-a-dire produisant
exclusivement de l'acide lactique a partir du gekeoCe groupe est constitué d’especes pour la
plupart thermophiles (croissance a 45 °C) ddmtdelbrueckij Lb. acidophiluset Lb. helveticus
La plupart des especes de ce groupe sont préskmtede lait et les produits laitiers.
Groupe Il : ce sont les especes hétérofermentaires fac@satoest-a-dire capables d'utiliser la
voie hétérofermentaire dans certaines conditiomsnoe une concentration en glucose limitante.
Parmi les espéeces de ce groupe majoritairementphiéss, on comptéb. casej Lb. curvatus
Lb. sakeetLb. plantarum
Groupe Il : il est constitué des especes hétérofermentabkgatoires, c’est-a-dire utilisant la
voie des pentoses phosphates pour la fermenta@isrhexoses et des pentoses. C’est un groupe
qui rassemble des especes relativement hétérogamés it mésophiles, comnidd. brevis Lb.
kefir etLb. sanfransisco

Figurel. Forme cellulaire de Lactobacillus (htt:/fr.wikipedia.org/wiki/Lacobacillus
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3.4. 2. Lactococcus

Le genrdactococcusomprend 5 especes mésophiles homofermenthaetococcus
garvieae, L. piscium, L. plantarum, L. raffinolacét L. lactidui-méme divisé en 3 sous espéces :
cremoris hordniaeetlactis (Corrieu et Luquet, 2008). Quelques especes produisent des
exopolysaccharides et des bactériocihas{ime, 2002).

Les lactocoques sont fréquemment retrouaés tks laits crus, plus dans celui des chévres et
des brebis que celui des vaches, cette différeagegtler de 10 a 100 ufc/mbérna et
Rodriguez, 2006)Ces bactéries sont retrouvées sous forme cocaiassgar paires ou en
chainettes de longueurs variables. Elles sontnbsensibles et ne peuvent pas croitre en présence
de 6,5 % de NaCl ou a pH 9,6. Leur températuren@dé de croissance s’'étend de 25 a 35 °C,
respectivement pour les souched deremorisetL. lactis. LesLactococcusont capables de

croitre a 10 °C mais pas a une température superded0 °C Dellaglio etal., 1994).

Figure 2. Genre Lactococcus (htt:/fr.wikipedia.org/wiki/Lactococcus)
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3.4. 3. Enterococcus

Les entérocoques sont des coques qui peéueninobile, homofermentaire et généralement
différenciés par la fermentation de I'arabinoséeedorbitol Ho et al., 2008).Ce genre regroupe
des bactéries commensales de lintestin. L'esp@&mpiémment rencontrée dans 'alimentation est
essentiellemenEnterococcus faecalid.es entérocoques sont des bactéries ubiquistesrpess
dans l'intestin de 'homme et des animaux, dansehlasx usées, dans I'eau douce, dans l'eau de
mer, dans le sol et sur les végétaux. La plupast e&péces de ce genre participent a la
composition des microflores intestina([@everiese etl., 2002).0n les retrouve aussi dans le lait
et les produit laitiers, les produit carnés et algpéche. Le genreEnterococcuscomprend des
bactéries ayant une température de croissance alptihe 35°C. Elles sont capables de résister a
des conditions hostiles et a un chauffage de 6an@nd 30 minutegFoulquié-Moreno et al.,
2006).

Figure 3. Genre Enterococcus(htt:/fr.wikipedia.org/wiki/Enterococcus)
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3.4. 4.Streptococcus
Les streptocoques se présentent sous fowmgeec formant des chaines ou des paires

(Laurent et al., 1998 et exprimant une résistance a haute tempéragtite,capacité de croitre a
52 °C (Pilet, 2005). Ce groupe Comprend essentiellement des especdgimtohumaine ou
animale dont certaines sont pathogenes conSngyogenest S. agalactiaed’autres sont
impliqguées dans la formation de la plaque dentdfse mutans L'espece thermophile
Streptococcus thermophiluse différencie par son habitat le lait et produégiers, et son
caractére non pathogéne. Du fait de ses propriéésnologiques, c'est la seule espéce

considérée comme un streptocoque lact{@paeirent et al., 1998).

Figure 4. Genre Streptococcus (htt:/fr.wikipedia.org/wiki/Streptococcus) .
4. Intérét des bactéries lactiques

4.1. Application industrielle des bactéries lactiqu es

Les bactéries lactigues sont utilisées stausforme de levains artisanaux, mais le
développement de I'industrie de transformationparticulier de I'industrie laitiere, a conduit a la
production de ferments industriels capables d’a&ssuta fois la qualité et la constance du produit
(Pfeiler et Klaenhammer, 2007). Les technologies laitieres représentent le princiegteur
d’application des bactéries lactique®ans la fabrication fromagere, elles jouent un gssentiel
dans les premieres étapes de la transformatioaitjurais elles interviennent aussi, dans la phase
d’affinage et dans la qualité des produit finis eut action est liee a deux aspects de leur

meétabolisme : la production d’acides lactiqueseetilvité protéolytiqugDesmazeaud, 1998)

4.2 - Role de probiotique
Leur intérét en tant que probatiques a été demqudr Metchnikoff et ses études sur le

yoghourt. Aujourd’hui, les recherches visent a démrey I'effet bénéfique des bactéries lactiques
dans lI'amélioration de la digestion du lactosetritement des diarrhées et la réduction du

cholestérol et de tumeu®rouault et Corthier, 2001).
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4.3 - Réle d'inhibiteurs de pathogénes

Les bactéries lactiques sont capables disrhiine flore indésirable par la production d’agent
antibactériens tels les bactériocingsbioui et al., 2005). CertainesLactobacillus sspou de
Leuconostoc mesenteroidesnt capables d’inhiber la croissance ldsteria monocytogenes
(Ratti et al., 2010 Pérez Ibarreche et al.2014, Retureau et al., 2010).

5-Métabolisme des bactéries lactiques
5-1-La glycolyse

Les bactéries lactiques synthétisent leuP Aface a la fermentation lactique des glucides. On
les distingue en deux groupes biochimiques : lesdiermentaires et les hétéro fermentaires. Les
homofermentaires produisent deux molécules d’aleidique par glucose consommeé. Chez les
hétéro fermentaires, seule une molécule d’acideylae est produite a partir du glucose. Une autre
molécule est produite en général soit de I'éthasmt de I'acide acétique et une molécule
d’'oxygéne. La différence entre ces deux groupeteatgagement de GEBOURGEOIS et al.,
1996).
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{ Homofermentation) {Heterofermentation}

Figure 5. Principales voies assurant le transport et le métabolisme du glucose par les

bactéries lactiques (Kandler, 1983)
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5-2- La protéolyse

L'incapacité des bactéries lactiques a yistr les acides aminés nécessaires a la synthese
protéique nécessite un fonctionnement actif dedgsteme protéolytique dans les environnements
ou les protéines constituent la principale sourezale (Law et Haandrikman, 1997). Le
systeme protéolytique des bactéries lactiques estposé de protéases associées a la paroi
cellulaire, qui catalysent I'hydrolyse des protéira peptides contenant de 7 a 16 résidus aminés .

protein

Prip

alkaline

biosynthesis

=

oligopeptides

AlP

Amino acids

oo

30000000000
00000000000

Figure 6. Systéeme protéolytique des bactéries lactiques (KUNJI et al., 1996).

6. Le fromage frais :
6.1. Définition du fromage

Selon I&Codex alimentairese fromage est le produit solide ou semi-solfdais ou affiné,
dont le ratio lactosérum/caséine n’est pas supéai@elui du lai{Belbeldi, 2013) Les fromages
frais sont des fromages a égouttage lent, n’ayaiit gue la fermentation lactique obtenue avec
des laits propres a la consommation huméihehnoune et Ferhoul, 2015).

19



Partie Bibliographique

6.2. Technologie des fromages

Tous les ferments artisanaux disponiblegedieiment sont dérivés des starters artisanaux de
composition non définie contenant un mélange dérgifits souches et/ou espéces. La production
de telles cultures, aussi définies comme « fersmeaturels » et/ou par I'application de pression
sélective (traitement thermique, la températureatibation, baisse de pkl)eksir, 2012)

La transformation du lait en fromage comeoitois étapes principales, la coagulation,
I'égouttage et I'affinage.

La qualité de lait de fromage frais est t@mrcde son aptitude a donner un bon fromage, dans
des conditions normal, avec un rendement satisfaidglle dépend d’'un certain nombre de
caractéristiques du produit tels que sa composiiomiques, sa richesse en caséines, sa charge
microbien et la nature de sa microflore, son agitau développement des BAbakar, 2012).

6.2.1. La coagulation

C'est une modification physico-chimique desicelles de caséines, entrainant la
transformation du lait en gel. Elle est liée égpient a la déstabilisation structurale de la nmecell
de caséineBouadjaib, 2013) La coagulation peut étre obtenue par abaisserdantpH

(acidification), par action des enzymes coagulaatepar action mixt€Talantikite, 2015)
6.2.2. L'Acidification lactique du lait ou I'addit ion d’'acide

SelorMahaut et al. (2000),la coagulation par voie acide consiste a précipée caséines a
leur point isoélectrique (pHi = 4,6) par acidificat du lait :
* biologique par des ferments lactiques qui transéainte lactose en acide lactique, ou
» par acidification chimique ou par ajout de progé&isériques a pH acide.
6.2.3. La coagulation par la présure ou une autre p  rotéase coagulante

La présure est 'enzyme coagulante la mieaxnue ; c’est un mélange de chymosine et de
pepsine secrété dans la caillette des jeunes ratsimaurris au lai(Belbeldi, 2013) On peut la
remplacer par des enzymes d’origines fongiqivsc6Or) (Oumai, 2014) Cette enzyme catalysant
'hydrolyse de la caséine K en deux fragments :fragment hydrophile qui passe dans le
lactosérum et un fragment hydrophobe. Les fragnmeydsophobes s’unissent pour former un gel.
Son mécanisme d’action est comporte deux phasesipeis (enzymatiques) ou la présure attaque
la liaison de la caséineen libérant un peptide et par conséquent, la bifisttion de la micelle
de caséin¢Elisabeth, 2008)

La phase secondaire (coagulation), ou leselles modifiées s’associent entre elles en

présence de calcium pour former un gel soupleigilast cohérent, imperméable et contractile
(Belbeldi, 2013)
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6.2.4. LA coagulation par les extraits de plantes

La coagulation du lait peut venir de pragigiique I'on retrouve dans le monde entier, par
'emploi, non pas d’acide lactique ou d’enzymesvaales, mais d’extraits végeétaux. Il existe, dans
divers pays, des plantes susceptibles de foursiedeymes ayant la propriété de coaguler le lait.
D’une facon générale, ces diverses préparationétakeg ont donne des résultats assez décevants
en fromagerie car elles possédent le plus souvast activité protéolytique trés élevée et
produisent des fromages amers.

En Algérie l'utilisation des fleures du ctlan, de I'extrait de l'artichaut des graines de
citrouille, ou de la séve du figuier sont des jpatis connues pour la production du Jben
traditionnelle(Lahssaoui, 2009)

Figure 7. Fleur du cardon (www.blogs _afrique.info )

6.2.5. La coagulation mixte

Résulte de I'action de la présure et dedification (Romain etal, 2008). La multitude de
combinaisons conduisant a différents états d’dapeilspécifique est a cause de la grande diversité
des fromages a pates pressée non (l#kantikite, 2015)

6.2.6. L'égouttage

L’égouttage est une étape de concentra@ooedtains constituants du gel par un phénoméne
physique de rétraction et I'évacuation passiveadtosérum liée a la porosité et la perméabilité du
gel sous l'effet conjugué de la présure, de l'déidit de la température, les liaisons moléculaires
qui se créent entre les caséines et les minérawoguent une contraction du réseau qui expulse
l'eau et les solutés: protéines sériques, minéraakibles, lactose, composés azotés non
protéiquegBenderouiche, 2009)
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6.2.5. 1. Les différentes étapes de I'égouttage

1. Le tranchage :

Il consiste a couper le coagulum en portégales afin de favoriser la surface de suintement,
de favoriser I'écoulement du lactosérum et deifacifégouttaggOumai, 2014) C’est-a-dire la
séparation du caillé et de la majeur partie deotsum l'acidité lactique favorise cet égouttage
(Ben Moussa etl, 2012).

2. Le brassage :

Il consiste a agiter les grains de caillé obtenpees tranchage. Les gels obtenus par
coagulation acide ou mixte le font rarement, denbriassage n'est pas obligé. Mais pour les gels
obtenus par voie enzymatique, le brassage doit@&itsé de maniére continue.

1. Le chauffage:

la température accroit fortement I'égouttage étoliel le réduit. La température est entre 20°
Cet 55°C.

2. Le pressage :

le but du pressage est d'évacuer les dernierepmontiu lactosérum dans la masse des
grains de caillé et de donner au fromage sa foréfiaitive.

3. Salage:

le but de cette phase est enrichir la pate fromeaga chlorure de sodium. Par, plusieurs
techniques soit I'incorporation de sel par déposeriace ou dans la masse, ou par immersion en
saumure(Bouadjaib, 2013) Le salage assure un complément d'égouttage, quadtibuer a la
formation de la croGte. Il assure aussi, une sélede la flore du fromagéMiszczycha Dimitri,
2013) Guiraud, 2012)

6. L'affinage

C'est le procédé d'affinage qui confere aux fronsadeurs caractéristiques. Ce procédé
nécessite un controle trés précis du niveau d’hitéyide la température et des niveaux d’'oxygene
de fagcon a amener le fromage a matui@émai, 2014) Durant l'affinage, il y a dégradation

poussée de la caséine mais aussi des matieresgfaagaud, 2012).

7. Les fromages traditionnel en Algérie type J'ben
7.1.Le Jben

Le Jben est le fromage frais connu et consommélgarie en milieu rural qu’en milieu
urbain. Ce fromage est le produit d’une transforomaties laits, et d’une fermentation par une

flore lactigue indigén€éNouani etal., 2009).Ce fromage est généralement obtenu par macération
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ce certaines plantes fleurs de chard®@ynara cardunculus L, Cynara scolymdans le lait de
vache ou de brebis pour assurer la coagulatioraoajput de caillette séchée de jeunes ruminants
au lait, et I'égouttage se fait dans une moussgtieedant 2 a 3 jours suivant la saison. le

coagulum obtenu apres cette opération représejibeig(Ouadghiri et al., 2005)

La coagulation est précédée par une étape d'amtlifn spontanée du lait cru de brebis ou de
chévre, a température ambiante, pendant 24 a 7&dheaelon la température, comme celle
conduisant au RayelAussi, la coagulation peut étre obtenue par unat@lapineuse sauvage
(Cynara humili$ ou l'artichaut Cynarascolymus ou du latex de figuierHcus carica)ou des

graines de citrouilléNouani etal., 2009).

7.2. Caractéristiques physico-chimiques du J'ben

Le fromage frais « j'ben » ne présente pas de t&rstiques définie a causes des méthodes
artisanales utilisées pour sa préparation reposaséntiellement, sur les connaissances acquises a
partir d’'une longue expérienc€Salmeron et al., 2002). Les aromes, les propriétés
organoleptiques et les caractéristiqgues physicoticfuies du fromage dépondent de celles du lait
gui a son tour dépend de la trace des animauxietype d’alimentatiorfPoznanski et al., 2004).
Généralement, le PH (< 4.2) et I'acidité titrab¥.0%) sont les parametres les moins variable du
« j'ben ». cependant, les matieres solides totiles j’ben » sont le facteur le plus variable aar c
dernier dépend de la durée d’égouttage , étanté&one les lipides, le lactose et les protéines
constituent les principaux composants de I'ensent@e matiéres solideBenkerroum et
Tamime., 2004).De nos jours, le jben est également préparé ar mhrtlait pasteurisé. Les
caractéristiques finales d’un jben typique sonialales et affectées par la préparation du fromage
(OQuadghiri et al., 2005).

Tableau 3. Paramétres physico-chimiques du Jben (Guetouache et al., 2015).

pH Acidité Matiere | Matiere | Teneur en | NaCl Lactose Cendres
D° seche grasse | protéines
4.42 79.4 55.8 16.83 *15.8 (%) | *0.5 4.1 28 (9)
(g/ml) (%) (9/100g) | (9/1009)

*(Benkerroum et Tamime, 2004).
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7.3. La microflore du Jben
La microflore du J’ben est dominée par les baciddetiques (19a 16 ufc.g-1). Parmi elles il y
a Lactococcus lactis biovaret diacetylactis, Leuconostoc mesenteroide lactis, tatzacillus
plantarumet brevis,desEnterococcus casei Les levures et moisissures qui représentestgi 16
cfu g-1, et bien qu’elle ne représente aucun risque sur la qualité hygiénique du produit ; une teneur

élevée est la cause des différentes altératiofiothage(Benkerroum et Tammime, 2004).

8. Les étapes de fabrication du fromage frais type J'ben

Le processus de fabrication nécessite trois graetlgses essentielles la maturation, la
coagulation et I'égouttag@&randazzo etal, 2002).Ce type de fromage est généralement fabriqué
soit a partir du lait de vache ou du lait de chéles étapes de fabrications peuvent étre résumées

comme suit
8.1. La maturation

C’est I'incubation du lait cru a température ambéapendant un, temps variable de fagcon a
favoriser la multiplication d’'une flore lactique iqua jouer un réle important dans I'acidification

du lait. Cette maturation peut étre spontanée ougguee par adjonction de levains.
8.2. La coagulation :

L’activité coagulante est déterminée par la foregpdésure (emprésurage), la température du
lait et son acidité. Apres I'emprésurage, le lait abandonné au repos a température ambiante
pendant 6 & 10 heures. Il va prendre en massé&a@silavec une consistance plus ou moins ferme
selon le degré d’acidité développé. Le coagulumobstnu par deux modes de coagulation : la

coagulation dite lactique et celle engendrée patibn de la présure.

8.3. L'égouttage
L’égouttage est amorcé dans des moules qui corifatefromage sa forme. La nature du gel

influe sur la conduite de I'’égouttage. Un gel lqaé subit un égouttage spontané et le caillé a par
conséquent une forte humidité. Cependant, un gésupe est un gel compact, solide ou
'égouttage ne peut avoir lieu qu'apres certaimgsrventions telles des actions mécaniques de
pression. L’égouttage est une opération importdaies la fabrication des fromages. Elle a des
effets multiples: elle améliore I'égouttage en lemplétant, elle oriente et sélectionne le
développement microbien et releve la saveur date(Benkerroum et Tamime, 2004)
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Lalt cru
Présure traditionnelle

Eleur de cardon ou artichaut,
<:| bout de caillettejdenes
chevreaux, latex de figuier...)

Calllage

<——  Egouttage

Jben

Figure 8. Schéma des méthodes de préparation de jben
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I.Méthodologie envisagée pour la réalisation de I'  objectif tracé dans ce
mémoire .

Vu la crise sanitaire qui a touchée notre payd'ggparition du COVID-19 I'ensemble des
travaux au niveau de laboratoire ont été susperidiuss résumons I'ensemble des méthodes
prévues sous forme d’une partie théorique

1. Méthodologie

Un prélevement des échantillons ont été réaliséesduomage frais type J'ben.

Les analyses envisagées d’'étre réalisé dans ce ineérportent sur lisolement et
caractérisation par des méthodes phénotypiquesoehilmiques de bactéries lactiques, se
résument comme suit :

1. Les méthodes phénotypiques tracées s’articule emtae I'étude de I'aspect

macroscopique et microscopique des souches

2. Les méthodes physiologiques tracées portent studééde production de I'enzyme

catalase et production de CO2 & partir du glucesesduches.

3. Enfin, nous avions envisagé de realiser une ideatibn des souches par I'utilisation

des caracteres biochimiques soit classique soityidisation de galerie API systéme.
[l. Matériel et méthode

1. Echantillonnage et prélévement d’échantillons
1.1. Méthodes d’échantillons du fromage (J’ben)

Les échantillons de fromage frais traditionnelebont été collectés dans la région d’El-
Bayadh. Les échantillons ont été récupérés dansbdeteilles en verre stériles. Trois
échantillons de 300 gr ont été prélevés et gardé€agpour analyse au niveau du laboratoire.

1.2. Lieu de prélévement

Les échantillons de « jben » collectés au nivealadeilaya d’El Bayedh. Le fromage
prélevé a été fabrigué avec du lait cru de chéetensles étapes détalés dans la partie
bibliographique

Figure 09 : Présentation du fromage(djben).
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2. Les méthodes phénotypiques tracées s’articule au  tours de I'étude de l'aspect

macroscopique et microscopique des souches.
2.1 .Les méthodes phénotypiques

2.1.1. Isolement des souches

Pour effectuer I'isolement des souches a partiréddaintillons fromage ; le milieu qui doit
étre utilisé est le milieu MRS pour lisolement tictobacilles et le milieu M17 pour
I'isolement des coques Gram positif a savoirSagptococcus et les Enterococcus

La méthode peut étre réalisée de la maniéere s@ivant

» Principe de la méthode
L'isolement est technique qui permet de séparéblegéries d’'un échantillon. L’isolement
permet d’obtenir des colonies différent espacésautes des autres, On cherche a isoler les
différentes microorganismes présentent dans I'édlmamanalysé, chaque cellules isolée étant
alors potentiellement susceptible de produirenéaolonie.

» Isolement sur milieu MRS ou M17

Une goutte peut étre prélevée de la solution raeensemenceé par étalement sur gélose
MRS ou M17, puis les boites sont incubées penthimg 30°C .
2.1.2. Purification des souches

La purification est le fait de séparé, plus ou reod@fficacement le substances voulus de
reste des molécules présentes dans I'édéal, ormaitlgaouvoir isoler n’importe quelle
molécules de reste du mélange

Mode opératoire
Pour la purification des souches, une successemsdimencements en stries sur gélose MRS

ou M17 par la méthode des stries et I'incubatisin r¢alisée a 30°C pendant 48h.

3. Etude Macroscopique et Microscopique

3.1. Etude macroscopique
L’examen macroscopique sur milieu MRS ou M17, mriné la présence des colonies de

tailles et de couleur difféerentes, de forme etdetour avec un diametre. Selon I'aspect de
chaque colonie ou isolat, on peut déterminer taatare macroscopique de chaque isolat et ce
caractére peut étre considéré comme un premi@reritorientation pour l'identification de la

souche présente dans le produit étudié .
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(A) (B)
Figure 11. Aspect macroscopique des isolats sur milieu MRS (A) et M17 (B)

3.2. Etude microscopique

3.2.1. La méthode de coloration de Bleu de méthylen e
» Principe

La coloration au bleu de méthylene (BM) est un@mation simple qui permet d’observer
les bactéries, les champignons, mais aussi lesleelui sont en général mieux conservées
gu’avec la coloration de Gram. Elle permet de egrser sur :

- la forme des bactéries

- la taille
- le mode de regroupement

» Matériel
Eau déminéralisée dans un petit bécher, comptdagmitec Bunsen, pissette (eau pure).
Lames dégraissées, lames a étalement, cuve atamotaleu de méthyléne, dse bouclée.
Tubes avec bouillon nutritif de la séance précédent

Microscopes avec dispositifs a immersion.
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> OBSERVATION DE LA LAME COLOREE

& Seorges Dolisi ) Obiectif fort = Seorges Dolis
4 grossissement x 100
Immersion -
| [ 10 1
Frottis fixé et coloré Goutte d'huile & immersion Comtact objectif - huile
Préparation de la lame Observation en immersion

Figure 12 : Observation de la lame colorée.

» Technique

» Réaliser un frottis et le fixer.

e Recouvrir la lame de bleu de méthyléne phéniq@é2 Ininutes.
* Rincer a l'eau distillée.

» Sécher la lame entre 2 feuilles de papier Joseph.

* Observer a 'objectif x100 a 'immersion dans I'lruét a pleine lumiere.

_-g '-7.- = .:
Laciobacilles et strepitocoques colores awu
bleu de meaethwyliene et obsernvaes aw

microscope opifigue — x 1000

Figure 13. Lactobacilles et streptocoques colorés au bleu de méthylene.

1 - Les bacilles: ce sont des bactéries en forme de batonnetéesou attachées en file. |l
s'agit deLactobacillus Elles sont immobiles car elles ne possedent paslsl (contrairement
au bacille subtil).

2 - Les streptocoques: il s'agit cette fois de bacilles en forme deitpstboules (= coques)

reliées en chainettes plus ou moins longues (ptsteques).
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Lar:'tmban:llles(batonnets} MEE! Streptmcoqueé{r:halnettéus} MEE!

Figure 14. Lactobacilles et Streptocoques.

% Préparation des frottis
Le frottis destiné a la coloration doit étre éhécouche mince et réguliére, séché et le plus

souvent fixé.
> Etalement

Les lames utilisées doivent étre parfaitement m®pet dégraissées. La technique de
préléevement est celle décrite a propos des examdiéat frais. Etaler donc la goutte de
culture ou de suspension bactérienne en un filncenat régulier. L'étalement est effectué, de
préférence, par un mouvement circulaire réeguliéaide de I'anse platine.

» Séchage

Il doit se faire autant que possible a la tempéeatiu laboratoire. Il est tres rapide si la
lame est parfaitement dégraissée et le frottis engtaégulier. Le frottis peut, éventuellement,
étre séché en chaleur douce :

En posant la lame sur une platine chauffante rég@&°C, ou en maintenant la préparation
dans l'air chaud au dessus de la flamme de laevsid d’'un bec Bunsen.

La mauvaise qualité d’'une préparation pnalvisouvent d’'un séchage trop brutal qui a

altéré certains constituants de la bactérie (eticpéer la paroi).

> Fixation
Elle consiste a tuer les bactéries et a les « fixaur la lame, sans en altérer la structure.

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées, exemple

» Fixation par la chaleur
La lame tenue par une pince, frottis situé sur dssds, est passée dans une flamme

chauffante. Le geste doit étre lent et la lame doraser 3 a 4 fois la flamme. Il convient
d’attendre le refroidissement de la lame avanttddgmendre toute coloration. Ce procédé est

rapide mais brutal, des altérations bactériennesmassibles.
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» Fixation par I'alcool flambé
Ce mode de fixation est le plus utilisé mais dtié &@servé aux cultures bactériennes. Il

consiste a mettre sur la lame quelques gouttesabhla 95° et enflammer apres quelques
secondes de contact. Il est prudent de mettre éalgime de I'eau au fond de la cuve a
coloration au dessus de laquelle sont placéeamesd et de rejeter une partie de I'alcool (s'il y
en a en exces) avant le flambage. Il faut atterdreefroidissement de lame avant de

commencer toute coloration

» Observation microscopique a I'état frais
Au cours de la réalisation du test, la techniguzbsérvation microscopique a I'état frais

avait montré son importance comme étant une teubnigpide dans la détermination de la

forme morphologique de nos isolats lactiques.

A b c

Figure 15. Observation microscopique des isolats lactiques a I'état frais (a) : bacilles
(b) ovoides (c) Coques.

3.2.2 La coloration de Gram

» Principe
La coloration de Gram permet de distinguer lesdras a Gram négatif qui apparaissent

roses et les bactéries a Gram positif qui apparaissgolettes. Cette différence de coloration est
liée a des différences de nature de la paroi bieot@. Elle permet de renseigner sur :

- Le type Gram + ou Gram -

- la forme des bactéries

- la taille

- le mode de regroupement
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» Technique

Réaliser un frottis et le fixer.

Plonger la lame dans le violet de gentiane (ouatngolet) phéniqué pendant 1
minute.

laver la lame a I'eau distillée.

plonger la lame dans une solution de lugol pendlaninute

Laver a I'eau distillée

Décolorer dix secondes a I'alcool.

Rincer immediatement a I'eau distillee

plonger la lame dans la safranine (ou la fuchgih&niquée pendant 1 minute
laver la lame a I'eau distillée.

Sécher la lame en la tamponnant avec du papiepldose

Observer a I'objectif x100 a 'immersion dans I'leuét a pleine lumiére.

Y |
l\
/’M
v
N ~

Figure 16. Aspect microscopique aprés coloration de Gram de des lactobacilles

(grossissement X100)

(i) ' i) (

Figure 17. Observation microscopiques (Objectif X100) des isolats lactiques avec

coloration de Gram ((i) Lactobacilles, (ii) Enterocoques.
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> Résultat et Interprétation
Les parois des bactéries Gram- ont une teneur&kavdipides, alors que celles des Gram+

ne contiennent pas de lipides. Les lipides sonlef@aent dissous par I'alcool ou I'acétone. La
réaction se résume de la maniere suivante :

Les cellules Gram+ et Gram- absorbent le coloraimagre (violet). L'iode (lugol) en
solution pénetre dans les deux types de cellulésmie un précipité avec le colorant. L'alcool
passe facilement dans les cellules gram- a trakesaroi cellulaire, dissout le complexe
colorant-iode, I'élimine et laisse la cellule ino@. Dans les cellules Gram+, I'alcool pénétre
difficilement, la dissolution du complexe coloraatle est lente et son élimination encore plus

lente. La plus grande partie du complexe reste @acallule qui garde sa coloration initiale.

4. Meéthode de dénombrement

4.1. La méthode de dénombrement de la flore mésophi  le totale
» Principe :
La flore mésophile aérobie totale (FMAT).
Cette flore indique le degré de contamination béatée globale des viandéRoberts,

1980)et est utilisée comme méthode de contrbéle deaéitquhygiénique.

4.2. Méthodes de dénombrement du coliforme et coliforme fécaux
» Principe :
Utilisé comme un indicateur de la présence possiblenicroorganisme pathogéne (La

présence des coliformes fécaux est comme un igdiamntamination fécale .

5. Test physiologique
5.1. Le test de Catalase

La recherche de la catalase présente un intéréhdéaxique en ce qui concerne les

bactéries a Gram +.
» Principe

La catalase est une enzyme qui catalyse la dégraddu peroxyde d’hydrogene
(H20,) . Le test consiste a mettre des bactéries entitgianffisante en contact de peroxyde
d’hydrogéne (HO,). Si elles possédent la catalase, elles dégrael@miroxyde d’hydrogéne en
eau et dioxygene visible par la formation de bulles

H.O, —» Y2 G, + H,O
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» Technique

» Déposer sur une lamee goutte d’eau oxygéné¢= peroxyde d’hydrogene) a l'aide
d’une pipette Pasteur ,
* Prélever une colonie a l'aide de I'anse de plastéeile ;

» Dissocier la colonie dans la goutte d’au oxygeméef)

6. Température de croissance
Ce test est important car il permet de distingesr bactéries lactigues mésophiles des
bactéries lactiques thermophil@seveau et al, 1991)Les tubes sont examinés au bout d’'un

délai de 24 heures, la croissance est apprécid@apparition de trouble.
v' Test de croissance a 15°C et a 45°C

La capacité des souches a croitre a 15°C et a d&°€valuée en ensemencant des tubes de
contenant le milieu MRS et M17 par la soucheiémidLes tube sont ensuite incubés a 15 et
45°C pendant 24 & 48 heur@Sarr et al., 2002)

Un test est positif s’il y a un trouble ou croissamlans le milieu ou le tube incubé.

6.1. Croissance en présence de différentes concent  rations de NaCl
» Principe
Pour tester la tolérance des bactéries au sélagiifon MRS ou M17 additionné d’ NaCL

« Croissance en présence de diverses concentrations d e NaCl

Ce test permet de distinguer les especes sensilmegariations de la pression osmotiques.
Il permet de différencier les entérocoques destacfues et des leuconostocs.
On ensemence un milieu MRS et M17 est additiorené&éb et 6,5% de NaCL. Les tubes sont
incubés a 30°C pendant 24 a 48h. , nous examinapgakition des troubles ou croissance

indique que la souche a la capacité a résisté &ellaeconcentration de NacCl.

6.2. La Croissance a pH 4 et 6,5
» Principe
Pour tester la tolérance des bactéries au mitleaur bouillon MRS a pH 4
et 6,5 . La croissance a différents pH (4, 6.5) s se trguitun trouble bactérien

visible a I'ceil nu.
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6.3. Test du type fermentaire production de CO , a partir du glucose
» Principe :

Ce test permet de s’avoir le type du métabolismmeditermentaire ou hétéro-fermentaire
par le quel le substrat carboné est transformé, @ioduction de gaz a partir la dégradation de
glucose.

> Mode opératoire

Un tube contenant le bouillions MRS ou M17 contienglucose comme source de carbone
et une cloche de durham est inoculé avec la scauétedier aprés incubation de 24h a 30°C, la
présence de gaz dans la cloche indiqgue un métaimlrgétéro-fermentaires alors que leur

absence indigue les bactéries homo-férmentaires

Souch=d=EL

Ensemencement

Gelose blancha

- & \\ﬂ
- i
e Imcubation 3 7C %
" "
P o sl %
- 3&7T jours e
Galoes blancha =
-  Gaz
Diétachament du bouchon Pas de dstachament dubouchen

(Héirdrofermencaire) (Homofermenraire)

Figure 19. Différentes étapes de la mise en évidence du type fermentaire des

bactéries lactiques
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7. Test biochimiques

7.1. La méthode API 20 strép (pour Streptococcus et  Enterococcus)
» Principe

API20 strep est un systeme standardisé associar@s® biochimiques qui présentent un
grand pouvoir discriminant. Ce test permet de fair@liagnostic de groupe ou d’espece pour la

plupart des stréptocoques, entérocoques et pogeteses apparentés les plus courants.

> Identification par la galerie Api 20 Strep:
Les galeries Api 20 Strep permettent une identificedes bactéries lactiques au niveau de
'espéce et méme parfois sur la base de la featientdes sucres différents. La galerie Api

20 Strep est constituée de 20 micro-tubes pernidtaumde de la fermentation de substrat,.

7.2. La méthode API 50 CHL (pour Lactobacillus )
La galerie API50 CHL destiné a l'identification denre lactobacilles est prét a I'emploi

et permet I'étude de la fermentation des 49 swbeda galerie API 50 CH
» Principe :

Le microorganisme a tester est en suspension @anslieu puis inoculé dans chaque
tube de la galerie. Pendant l'incubation, le cdiabw® des glucides conduit & des acides
organiques qui provoquent le virage de l'indicat@eipH. Les résultats obtenus constituent le
profil biochimique permettant I'indentification dewicro-organismes a l'aide du logiciel
d’identification.

Extemporanément.

> Résultat et interprétation :
La lecture des galeries est réalisée a des temipsubation définis, dépendant du
microorganisme et du type de réaction étudie.
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Conclusion

Les bactéries lactiques sont les microorganismesirtants retrouvés au cour de la
fermentation de la majoure parties des alimentprincipalement dans les produits laitieres
leurs principales fonction comprennent la productibacides organiques, et de composés
aromatiques ainsi que d’autres effets tels quetifautation des levures l'inhibition des
microorganismes pathogenes ,'amélioration de laligu nutritionnelle, les propriétés
probiotiques, I'élaboration de la textures de tant et la dégradation des composes
toxiques. L'objectif prévu dans ce mémoire pornié I€tude de la biodiversité du fromage
traditionnel fabriqgué localement. Vu la crise sainé qui a touchée notre pays par
I'apparition du COVID-19 I'ensemble des travaux queus avons planifié au niveau de
laboratoire pour la réalisation des objectifs teaoat été suspendus. Notre mémoire a été
rédigé sous forme de deux parties théoriques. lemigre partie sur une synthese
bibliographique détalée le fromage et les difféseégpes de fromage traditionnel fabriqué au
niveau national, les propriétés technologiquesyitiarinelles et organoléptiques ont été
eégalement développées. Les méthodes envisagéee d&tdlisé dans ce mémoire pour
I'isolement et identification et caractérisationsd®uches ont été aussi présentées dans la
partie matérielle et méthodes sous forme d'unethgge bibliographique. Enfin, une

conclusion a été rédigée a la fin de ce mémaoire.



Référence bibliographigue



A

Abakar M. 2012. Essai de fabrication d’'un fromage frais traditionsénégalais a partir du
lait de vache coagulé par la papaine naturelle. diende master. Université Cheikh ANTA
DIOP de Dakar Ecole inter-états des sciences eeondel Vétéerinaires de Dakar (EISMV).

Abid Z. 2015.Etude de l'activité antimicrobienne des souchebatéries lactiques isolées
d’un produit laitier traditionnel Algérien «Jben Mémoire de master. Université Abou Bekr
Belkaid. Tlemcen

ALAIS C., 1984. Science du laitSépaig Paris.
B

Becila A. 2009 Préventions Des Altérations et Des Contaminatibfisrobiennes des
Aliments. Mémoire du dipléme de post graduationividrsité Mentouri Constantine. Pp 30-
33.

Belbeldi A. 2013.Contribution a la caractérisation du fromd&muhezza Contenu lipidique
et vitamines. Mémoire de magister. Université Canishe.

Benderouich B. 2009.La Kemaria un produit du terroir a valoriser. Mémoire d’Imjggur
d’Etat en Sciences Agronomiques. Université Kasdrihdh. Ouargla.

Bendimerad N. 2013 Caractérisation phénotypique technologique et nubdére d’isolats de
bactéries lactiques de laits crus recueillis daess régions de I'Ouest Algérien essai de
fabrication de fromage frais typeJken». These doctorat. Université de Tlemcen.

Benkerroum, N. and Tamime, A.Y. (2004). Technology transfer of some Moroccan
traditional dairy products (Iben, jben, smen) tafnmdustrial scale. Food Microbiol.

Ben Moussa A., Chalaoui A., Rour E.H., Chahboune M., Aboulkasme A., 2012.

Etude Du Changement De L’état Des Eaux De L’'ouedufiiane A La Confluence Avec Les
Eaux Thermales De La Source Ain Hamma. Universitlily Ismail Moulay Idriss Maroc
n° 11.

Beuvier E. Feutry F. 2005Bases microbiologie. Quelques bases sur la miciadi® du lait
et du fromage. Pp 05.

Bouadjaib S. 2013.Etude physico chimique du produit laitier tradith@h du Sud algérien
«Jben> recherche du pouvoir antimicrobien des bactéladiques. Mémoire Master.
Université de Tlemcen. P 80.

Bouchakour E.K. Djaghlali S. 2015.Etude comparative entre trois types de lait de @ach
(Lait entier, lait demi — écrémé et le lait écrémépteurisé. Mémoire de master. Université
Djilali bounaama.

Bouraoui A. 2014. Intérét de fabrication de fromage analogue. Mémaister. Institut
supérieur de biotechnologie de Monastir en Tunisie



Bourgeois, C. M., Larpent, J.P.(1996). Aliments fermentés et fermentation alimeata
Microbiologie alimentaires. Tome 2. Ed © Technidq@@cumentation Lavoisier, Paris.

Bezzalla F. Gouttaya A. 2013Etude de la qualité microbiologique du lait camelallecté
localement en mi- lactation. Mémoire de magistarversité Kasdi Merbah Ouargla.

C

Calix-Lara T.F., Rajendran M., Talcott S.T., Smith S.B., Miller R.K., Castillo A.,
Sturino J.M. et Taylor T.M., 2014. Inibition of Escherichia coli 0157 :H7 arghlmonella
entericaon spinach and identification of antimicrobial sidmees produced by a commercial
lactic acid Bacteria Food safety interventiood Microbiology2014.38.192-200

Carr, F. J., Chill, D. Et Maida, N. (2002). The lactic acid bacteria: A literature survey
Critical Rev. Microbiol. 28: 281-370.

Claps, S., Morone, G. 2011Produits laitiers et fromagers traditionnels d&lgérie. In
Développement de la Filiere laitiere et Fromagérdlgérie, CorFilac: 57-77.

Corrieu G et Luquet F-M., 2008.Bactéries lactiques : de la génétique aux fermdpasis :
TECH & DOC. P 41-108

Coulibaly 1., 2010. Contribution a I'étude de la résistance au sécllagebactéries lactiques.
Dissertation originale. Présentée en vue de I'dliendu grade de docteur en sciences
agronomiques et ingénierie biologie. Universitéiége — GemblouxAgro-Bio Tech P49

D
Dellaglio, F., De Roissart, H., Torriani, S., Curk,M. et Janssens, C. 1994Bactéries
lactiques aspects fondamentaux et technologique25-114.

De Man JC, Rogosa M, Sharpe ME (1960Medium of Lactobacilli. Journal Applied
Bacteriology, 23: 130-135

Desmazeaud M., 1998Bactéries lactiques et qualité des fromages. tzbive de recherches
laitieres, INRA.

4 Devriese P., cole R., Dankert J., Frosch M. & Vd&uten P.M., 2002 Molecular
Microbiology. 27 (6) : 1203-1212

Djouhri K. Madani S. 2015. Etude microbiologique d’'un produit laitier fermernitaditionnel
(J’ben) : isolement et identification des bactélmsiques. Mémoire de master. Université
Kasdi Merbah. Ouargla.

Drouault, S., Corthier, G. 2001 Effets des bactéries lactiques ingérées aveclaits
fermentés.

E
Elisabeth V. 2008 Aliment et boissons, filieres et produit. 3emel@din. P 203

F



1.FAO/WHO.2002Report of a joint FAO/WHO working group on draffiguidelines for the
evaluation of probiotics in food. In Guidelines ftre evaluation of probiotics in food.
London, Ontario, Canada, pp.1-11.

Foulquié-Moreno M.R., Sarantinopoulos P., Tsakalida E. et De Vuyst L., 2006 The
role and application of enterococci in food and ltheanternational Journal of Food
Microbiology. 106: 1-24.

G
Guetouache M., 2015 Characterization and identification of lactic chddacteria isolated
from traditional cheese (Klila). Conference Papsovember 2015. Oran.

H

Harami A. et Horfi M., 2006. Contribution a la connaissance du camembert « Nianwid
Mémoire d’ingénieur d’état en industrie agroalimainé. Université Mentouri de
Constantine. 50p.

K

Khaled A. 2012. Effet de traitements thermiques sur les propridt#sctionnelles de
fromages traditionnels : le cas des pates persill&gricultural sciences. Université Blaise
Pascal - Clermont-Ferrand Il. French

Kacem, M., Karam, N.E. 2006 Physicochemical and microbiological study of “sriea
traditional butter made from camel milk in the S@h@\lgeria): isolation and identification of
lactic acid bacteria and yeasts. Grasas y Acé&igs198-204.

Kandler O., 1983 Carbohydrate metabolism in lactic acid bacterfntonie van
Leeuwenhoek9: 209-224.

Kunji E.R., Mierau I., Hagting A., Poolman B. et Konings W.N., 1996.Theproteolytic
system of lactic acid bacteridntonie Van Leeuwenho&R:187-221.

L
Labioui H., EImoualdi L., El Yachioui M et Ouhssine M., 2005.Sélection de souches de
bactéries lactiques antimicrobienn8sc Pharm Bordeaux144(2) : 37, 250

Lahssaoui S. 2009.Etude de procéder de fabrication d’'un produit tradnel (Klila).
Mémoire d’'ingénieur d’états en agronomie. Univérsiheikh hadj lakhder. Batna.

Laithier C. 2011. Microflore du lait cru. Institut de I'Elevage. RMfilieres fromageres
valorisant leur terroir. Pp11

LARPENT J.P. et LARPENT G.M., 1990. Mémento technique de microbiologie 2eme Ed.
Technique et documentaire lavoisi®aris, P:417

Laurent, S. 1998 Manuel de bactériologie alimentaifoly technica Paris307 pages.



Leksir Ch. 2012 Caractérisation et contréle de la qualité de &m® lactiques utilisés dans
I'industrie laitiere Algérienne. Mémoire de magrgtéUniversité Mentouri de Constantine.

Lelivre L. 2012. Suivi de troupeau vétérinaire et transformatioa &kme : une opportunite
supplémentaire. These de doctorat. Université @d&minard - Lyon | (Médecine -
Pharmacie).

Leveau J.Y. et Bouix M., 1993Microbiologie industrielle : les microorganismesntiérét industriel.
Tec & Doc, Lavoisier. Paris. 85-87.

Leyral, G., Vierling, E. 2001. Microbiologie et toxicologie des aliments .3éraéiion Doin.
France. P. 87-114.

Luquet, F.M., Corrieu, G. 2005. Bactéries lactiques et probiotiques. EditionvLamois
Paris. 307 pages.

M

Mahaut M., Jeantet R. et Brule G., 2000Initiation a la technologie fromagér€.& Doc
Lavoisier 194p.

Mehnoune S. Ferhoul K. 2015Contréle de la propreté hygiénigue de lait de vazheavec
application de la préparation du fromage frais « geisse ». Mémoire de master. Université
Khemis Miliana.

Mennane Z., Khedid K., Zinedine A., Lagzouli M., Olhssine M., Elyachioui M., 2007.
Microbial Characteristics dflila andJbenTraditionnal Moroccan Cheese from Raw Cow’s
Milk. World Journal of Dairy & Food Sciences. Pp-23.

Miszczycha Dimitri S. 2013.Croissance et survie d&scherichia coliproducteurs de Shiga
Toxines (STEC) en fonction des technologies fromegyénettant en ceuvre du lait cru. Thése
de doctorat. Université Blaise Pascal de Clermantend.

0]

Ouadghiri, M. 2009. Biodiversité des bactéries lactiques dans lechaitet ses dérivés « lben
» et « jben » trigine marocaine. these de doctorat. Universitddfomed V — agdal faculté
des sciences Rabat. 26-28.

Ouadghiri, M., Mohamed, A., Vancanneyt, M., SwingsJ. (2005). Biodiversity of lactic
acid bacteria in Moroccan soft white cheese (JOEBEMS Microbiology Letters251:267—
271.

Oumai Y. 2014.Valorisation de Lactosérum Production de la Ricdajet de Fin d’Etude
Licence Es-Sciences Et Techniques (LST). UniveSidé Mohamed Ben Abdellah.

P

Pilet M.F., Magras C., Federigh M., 2005Bactéries lactiques. In : bactériologie alimentaire
(Federighi M.). 2e Ed., Economica. Paris. 219-240

Pérez Ibarreche M., Castellano P. & Vignolo G. Evaluation of antl-isteria meat borne
Lactobacillus for biofilm formation on selected ati¢ surfacesMeat Science2014. 96 :
295-303.



Poznanski, E., Cavazza, A., Cappa, F. and CocconiceP. S (2004). Indigenous raw milk
microbiota influences the bacterial developmentraditional cheese from an alpine natural
park. Int. J. Food Microbiol, 92: 141-151

R

1.Ratti R.P., Gomes B.C., Martinez R.C.R., Souza M., De Martinis E.C.P., Elongated
cells of Listeria monocytogenes biofilms in the presence of sucrose and baatario
producingLeuconostoc mesenteroiddd1. Ciéncia e Tecnologia d’Alimento2010. 30(4):
1011-1016

Retureau E., Callone E., Robert D. & Monto M-C.,Is microbial diversity an asset for
inhibitoring Listeria monocytogenes raw milk. Dairy. Scie Technol 2010.30. 375-398

Riahi M.H. 2006. Modélisation de phénomenes microbiologiques, Bimitpies et physico-
chimiques intervenant lors de L'affinage d'un frgemae type pate molle crolte lavée. These
de doctoratl nstitutNationalAgronomiqueParis Grignon

Romaine J etal. 2008.Les produits laitiers. Tec et Doc. 2eme ed. P 53.

S
Salminen S., Wright A.V and Ouwehand A.C,. 2004. Lactic Bacteria Microbiological and
fuctional aspects Third edition Taylor et Franci®@. Boca Raton London New York.

Salmeron, J., de Vega, C., Pérez-Elortondo, F.J.,Ilfisu, M. and Barron, L.J.R. (2002).
effect of pasteurisation and seasonal variationthénmicroflora of ewe's milk for cheese
making. Food Microbiol, 19: 167-174.

3.Senoussi A., 2013Caractérisation microbiologique de la peau de @henilisée dans la
fabrication du fromage traditionnel AlgérierBouhezza. Mémoire de MagistedNATAA.
Université Mentouri de Constantine. 72p.

Serna L. & Rodriguez A., 2006.Lactic acid production by a strain dhctococcus lactis
subsplactis isolated from sugar cane planEectronic Journal of Biotechnolog9. (14) : 4-
45,

Singleton, P. 199®Bactériologie.4eme Edition. Dunod, Paris. 317 gage

6.Stiles M.E. and Holzapfel W.H., 1997Review article Lactic acid bacteria of foods and
their current taxonomynt. J. Food Microbiol 36: 1-29.

T
Talantikite. K.S. 2015. Purification et caractérisation d’'une enzyme coagid d’origine
microbienne pour application en fromagerie. These dibctorat. Université M’Hamed
Bougara. Boumerdes

Tamime A.Y., 2002. Microbiology of starter cultures. In: Dairy micrabogy handbook
(Robinson R.K.). 3e Ed., John Wiley and Sons, INew York. 261-366.



Tchamba C.N. 2007.Caractérisation de la flore lactique des laits famtes artisanaux au
Sénégal: cas de la zone des Niayes. These de abdtimiversité Cheikh ANTA DIOP de
Dakar. Pp16.

\Y
1Vignolo C.L. 2002.Science et technologie du lait. Canada. Pp 75-89.

Y

Yaoa A., Egounlety M., Kouame L.P. & Thonart R, 2009 Les bactéries lactiques dans les
aliments ou boissons amylacées et fermentés daduf de I'ouest : leur utilisation actuelle.
Ann Méd Vét 2009.153 54-65

z

1. Zergoune F. 2015La sélection des souches des bactéries lactiqoesopytiquessolées a
partir d’'un produit laitier fermenté artisanale asbe de lait de vache j'ben ». Mémoire de
master. Université Kasdi Merbah. Ouargla.



Annexe



Annexe

Compositions des milieux de culture:
Milieu M17

L 07 110 T 2,50 g
- Peptone pepsique de Viande...........covi i 5@g
- Peptone papainique de SOJa ......ov.ieiiriitie et 0(bg
- Extrait autolytique de levure. ... e 2,509

-Extraitde viande.............oo i 020,00 @
e - (00 1 PPN o 1 0 [0 N

- Glycérophosphate de SOdiUM..........ov i e e e 49 g
- Sulfate de MagnNESIUM. ... ..ot e e e e e 0,25¢g
= ACIAE ASCOMDIGUE. .. ..ttt e e e e e e et e e e e e re e e 0,50¢g
- Agar baCteriolOgIQUE. .. ... ettt et e e e e e e e 1500y

pH du milieu prét a I'empoi a 25°C : 7,1 £ 0,2.

Autoclavage : 121°C pendant 15min

» Milieu MRS (de Man Rogosa et Sharpe, 1960)

EXtrait de [@VUIe.... ... 5g
Extraitde viande. ... ... e a2 D0)

P PO . . e 109
AcCEtate de SOOIUM ... ... e e e e e e e e e e e e eaes 59
Citrate de SOOIUM ... ...t e e e e e e e e e e e e e e e e 29

€100 1 = D24 0 [ o

KH2POA ... ... e 29
MOS0 . e e e e e 0.1lg
A . 129

TWEENSO. ...t e e e e e ee e e L M
T 0 1S3 1] == o S o 1000 ml
pH=6.5£0.2 a 37°C Autoclavage : 121°C /15min

Médium des plaques API

POIYPEPIONE ...t 109
EXtrait de levure ... ... 5¢9
TWEEN B0 .. e e 1mi
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Phosphate dipotassique.............covciiiiiiiiiiiicic e 2. @

Acétate de SOIUM ... e e e e 59
Citrate diammONIQUE .......coivniiee e e e e e e e 29
Sulfate de MagNESIUM ... .....ccovuuuiiiiiiiii oo e e e e e e e 0,20 g
Sulfate de MaNQaNESE ......ccviriit e e e e 0,05¢g
BromocCréSol POUMPIE ....vueeie e e e et e e e 0,17¢g

Eau déminéralisée 1000 ml.
pH:6,7-7,1

Eau physiologique peptonée

PEPIONE . 19
Chlorure de SOQIUM.........cuvviiiiiir e 8,50

EaU diSHIllEE ... 1000 ml
» Eau physiologie 9 /ml:

N = L USSP 199

Eau diStIllEe ... 1000 m
Colorants

* Violet de gentiane au cristal

Violet de gentiane........ccoceeiiiiiiiieeeeeeeee e ———- 10g (ou 59)
T2 T 20g

Ethanol & 0.95......ceiiiiiiiiieee e 100cm3
s T o [ 1] 1= PP 1dm3 Les 3

premiers composants sont dans un premier tempsudiensemble d’eau est ajoutée ensuite

Lugol

o o [PPSR 59

[O dure de POtaSSIUML......cccoeiiiiiiiiiiietcemmmmm e e e e e e e 1Qg

e T o [y ] L=T= 30 1< o PP PPPPRPPRRRR 19

* Fuchsine de Ziehl

FUCNHSINE DOSIQUE ... ettt e e e e e e e e e e aeaeas 10g

o 1= o | PRSP RRURR 50g
EtNANOIL Q... et —————— 0.510cm3
Eau diStilEe ... 1dm3
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Milieux utilisés pour l'identification bactéries

* Bouillon nitraté
Infusion coeur-cervelle

- Nitrate de sodium.....

- Eau distillée (gsp) ...
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