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Introduction

PROBLEMATIQUE

L’Algérie, étant un pays fortement dépendant des importations alimentaires, est
particuliecrement vulnérable aux risques liés aux microorganismes destinés a la consommation
humaine, notamment les ferments lactiques. Parmi ces risques, I’émergence de la résistance aux
antibiotiques, notamment dans la flore pathogéne, ne cesse de susciter un intérét croissant dans la
communauté scientifique. Cependant, ce risque pourrait s’avérer plus important dans la flore
considérée bénigne puisque les €éléments génétiques responsables de résistance aux antibiotiques, en
particulier ceux contenant des ¢éléments mobiles, peuvent se déplacer rapidement chez les populations
humaines et animales. Le cas des bactéries lactiques est particulierement intéressant en raison de leur
statut GRAS (généralement reconnu comme (étant) sirs). En effet, les germes pathogénes multi-
résistants aux antibiotiques peuvent transporter leurs résistance aux germes commensaux du tube digestif
humain par transfert horizontal (EFSA, 2008). En outre, les micro-organismes présents en grand
nombre dans une denrée alimentaire ou dans D’intestin de I’homme présentent une plus grande
probabilité de transfert de génes d’antibiorésistance en comparaison aux micro-organismes présents en
plus petit nombre. C’est le cas des bactéries qui constituent les ferments lactiques et qui se développent
en grand nombre pendant la fermentation des produits laitiers fermentés. De surcroit, les conditions
sublétales dans lesquelles subsistent les bactéries des ferments lactiques dans le tractus intestinal
humain augmentent les chances de transmission horizontale via la conjugaison de plasmides portant
des geénes d’antibiorésistance par rapport a la fréquence observée entre cellules bactériennes non
stressées (AFSCA, 2012).

Plusieurs études soutiennent I’hypothése d’un lien entre 1’utilisation des antibiotiques dans la
production alimentaire primaire et la présence d’antibiorésistance chez des agents pathogénes humains,
avec I’alimentation comme moyen de transmission important (Carattoli, 2008; Silbergeld ez al.,
2008; Srinivasan ef al., 2008; Stine et al., 2007; Mayrhofer et al., 2006). Cependant, le risque de
transfert de cette résistance par le biais des bactéries lactiques, longtemps considérées comme étant
bénéfiques pour la santé, n’est pas encore bien déterminé. L apparition de cette résistance peut étre liée
a des mauvaises pratiques thérapeutiques (posologie inadaptée, fréquence d’administration, non-
respect de la prescription...etc.) (Maghuin-Rogister ez al., 2001) ou a I'utilisation des antibiotiques
comme facteurs de croissance (sous forme d'additifs alimentaires), favorisant ainsi le développement
rapide du phénomene de la résistance bactérienne aux antibiotiques (Chataigner et Stevens, 2005).
D’un autre co6té, la robustesse des ferments lactiques vis-a-vis les fluctuations des parametres
opérationnels des procédés industriels constitue un critére de qualité technologique qui est prisé par les
opérateurs industriels. De ce fait, les souches les plus performantes sous les conditions industrielles
hostiles, entres autres la présence de résidus d’antibiotiques, auront tendance a étre s€lectionnées dans

les opérations de criblage des souches industrielles.
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OBJECTIFS
Dans ce travail, nous avons entrepris de :

- Caractériser des échantillons de ferments lactiques importés utilisés dans I’industrie laiticre
algérienne pour la fabrication de différents produits laitiers fermentés (les yaourts et les fromages).
Nous avons utilis¢ les techniques microbiologiques pour le contrdle de la qualité microbiologique
des ferments et la caractérisation des especes présentes dans les cultures mixtes ;

- Evaluer la susceptibilité¢ de ces ferments a un panel de trois antibiotiques (Pen&Strep, Sulfaprime
S et Ampicilline). Ces antibiotiques ont été sélectionnés sur la base de leur large spectre d’action
et leur utilisation intensive par les praticiens vétérinaires dans la production laitiére ;

- Réaliser une enquéte Delphi afin de mieux caractériser le contexte industriel actuel et sonder les
opinions des experts (industriels et chercheurs) par rapport aux risques percus associés aux

ferments importés et les défis faisant face au développement de ferments lactiques autochtones.

INTERET DE L’ETUDE

La résistance des ferments lactiques aux antibiotiques pourrait représenter un avantage
technologique étant donné que ca leur confére une robustesse convoitée par les industriels. Cependant,
ce type de ferments pourrait dissimuler des pratiques frauduleuses des producteurs laitiers (eg. lait
contenant des résidus d’antibiotiques). En outre, le risque de transfert des génes de résistance a la flore
digestive humaine représente un danger potentiel pour la santé humaine. En Algérie, il existe un réseau
national de surveillance de la résistance aux antibiotiques, cependant les activités de ce réseau
accordent la priorité aux germes pathogeénes. Un nombre de chercheurs algériens se sont également
intéressés a ce domaine, toutefois la majorité des travaux consultés sont orientés vers la recherche de
germes pathogenes résistants, le phénotypage des bactéries lactiques autochtones ou la détection de
résidus d’antibiotiques dans différentes denrées alimentaires. Notre étude aborde le sujet d’une
perspective différente : celle du risque de transfert de la résistance aux antibiotiques a la flore
intestinale du consommateur des produits laitiers fermentés, par le biais des ferments lactiques
importés. Nos résultats contribueraient éventuellement a mettre en exergue la nécessité de mettre en
ceuvre, au niveau national, les mécanismes nécessaires pour €largir la surveillance de I’émergence de
la résistance aux antibiotiques aux microorganismes généralement reconnus comme sirs telles que les
bactéries lactiques. Notre travail a également pris en considération le contexte industriel actuel et ce
afin d’identifier les potentialités de développement d’une industrie nationale de fabrication de ferments
lactiques autochtones. Nous estimons que cette approche constituerait une démarche durable pour
assurer une meilleure maitrise de la qualité tout au long de la chaine de production des produits laitiers

fermentés.
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CHAPITRE I : INDUSTRIE DE TRANSFORMATION LAITIERE

1.1 Généralités sur I’industrie laitiere algérienne

Le développement du secteur agricole et agroalimentaire constitue un enjeu majeur pour
I’Algérie sur le plan économique, politique et social. Le chiffre d’affaires réalisé par 1’industrie
agroalimentaire représente 40% du total du chiffre d’affaires des industries algériennes hors
hydrocarbures (Kaci et Sassi, 2007). La consommation des produits laitiers a connu une croissance
continue; 1’Algérie étant le premier consommateur du lait au sein du grand Maghreb, cette filiere est
menacée par la conjoncture actuelle : les entreprises évoluent de plus en plus dans des environnements
ou les avancées technologiques et I’innovation sont des facteurs essentiels pour |’obtention

d’avantages concurrentiels (Amellal, 1995).

En Algérie, le produit fabriqué est, en majeure partie, un lait reconstitué¢ en usine. Il peut étre
entier (28g/L de matiére grasse), partiellement-écrémé (15 a 20g/L de matiere grasse) ou écrémé (0g/L
de maticre grasse). Ce lait est ensuite conditionné en sachet polypropyléne, en bouteille et tétra-pack
(Kaci et Sassi, 2007). Les fabricants de lait offrent essentiellement du lait pasteurisé conditionné en
sachet. Certains fabricants ont innové par :

- le conditionnement de lait entier,

- la production du lait UHT.

Le second stade du processus de fabrication consiste a la transformation du lait en produits
laitiers. L’industrie de transformation demeure fortement dépendante des importations. Ce constat est
corroboré¢ par I’analyse de la structure des approvisionnements des entreprises. Les inputs en
provenance du marché local concernent essentiellement, le lait cru local, le sucre et les emballages.
Quelques grandes firmes dominent le marché, notamment Danone et Soummam qui totalisent a toutes
deux plus de 50% des parts du marché national. Selon les enquétes de consommation de 1’Office
national des statistiques (ONS), la consommation moyenne a fortement augmenté, enregistrant une

croissance de 35% durant la période 1980 - 2000 (Tableau 1).
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Tableau 1: Evolution de la consommation du lait et dérivés selon I’'ONS

(Kaci et Sassi, 2007)
1979 1988 2000
Consommation (kg/an/habitant)

Total lait et dérivés 61,35 71,94 82,60
Lait pasteurisé 15,28 28.84 34,20
Lait frais 21,68 9,94 11,40

Lait concentré 4,80 0 0
Lait en poudre 0,45 4,15 12,30
Lait fermenté (Lben et Raib) 9,91 7,51 8,50
Produits laitiers 9,23 21,50 16,20

Cet accroissement s’est accompagné d’un changement dans la structure de consommation :
- Forte progression du lait pasteurisé (+22,4%),
- Forte baisse du lait frais (-53%),
- Apparition et développement du lait en poudre,

- Forte augmentation des produits laitiers (+76%).

Le procédé de fabrication des produits laitiers a pour matiére premiére de base le lait
(essentiellement le lait de vache). Le premier stade de transformation est le traitement thermique du
lait (pasteurisation, stérilisation ou upérisation), combiné a une opération d’écrémage. La chaine de
fabrication est composée de deux stades de transformation physico-chimique et microbiologique : la
pasteurisation (lait) et la transformation (produits laitiers) (Chisti, 2004). La Figure 1 est une

représentation simplifiée de la filiére lait allant jusqu’a la transformation laitiere.
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Figure 1 : Schéma général de la filiere lait (Chisti, 2004)

I.2. Produits laitiers fermentés

Une large gamme de produits laitiers fermentés est commercialisée a travers le monde. Il existe
un grand nombre de laits fermentés provenant de plusieurs pays et qui différent par leur matiere
premiére, leur flore microbienne, leur technologie, leur texture, leur golt et leur durée de conservation.

Le Tableau 2 donne une description de différents types de laits fermentés et leurs pays d’origine.
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Tableau 2: Exemples de produits laitiers fermentés et leurs pays d’origine

(INRA, 2009)

Nom Description Pays présumé Ferment(s) impliqué(s)

d’origine

Yoghourt/ Produit ferme ou brassé, | Asie, Balkans S. thermophilus

Yaourt arOme caractéristique. Lb. bulgaricus

(+Lb. acidophilus,
Bifidobacterium ssp.)

Lait a Produit ferme, brassé¢ ou | Etats-Unis Lb. acidophilus

Pacidophilus liquide, faible arome.

Kéfir Boisson brassée, Caucase Le. lactis, Le. cremoris,
consistance crémeuse, Lb. kéfir, Lb. casei, Lb.
ardme et gout acidophilus, Leuconostoc
caractéristique (COy). ssp., levures

Koumis Boisson pétillante, acide, | Mongolie Lb. bulgaricus, Lb.
gout rafraichissant et acidophilus, levures
ardme caractéristique.

Lassi Boisson laitiére aigre Inde Lactococcus ssp.,
diluée avec de I’eau, Lactobacillus ssp.,
consommée sale, épicée Leuconostoc ssp.,levures
ou sucree.

Dahi Produit ferme ou brass¢, | Inde S. thermophilus, Lb.
ou boisson liquide, bulgaricus, Lc.
flaveur agréable, acide ou diacétylactis, Leuconostoc
faiblement acide. SSp.

Leben Produit ferme ou brassé, Moyen orient S. thermophilus, Lb.
gout et ardme agréable. bulgaricus, Lb.

acidophilus,
Lc. lactis, levures

Filmjolk Boisson brassée, Suéede Le. lactis, Le. cremoris,
visqueuse, saveur Lc. diacétylactis, Ln.
acidulée. cremoris

Villi Produit brassé visqueux, | Finlande Lc. lactis, Lc. cremoris,
acidulé et gout agréable Lc. diacétylactis, Lc.

dextranicum, moisissure
(Geotrichum candidum)

Les produits laitiers fermentés commercialisés en Algérie sont représentés essentiellement par le lait

fermenté (L ben, Raib), le yaourt et le fromage.

1.2.1. Lait fermenté

Les laits fermentés sont des produits laitiers transformés par une fermentation essentiellement

lactique qui aboutit a ’acidification et a la gélification du lait (Béal et Sodini, 2012). Les laits

fermentés algériens sont le L ’ben et le Raib.
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1.2.1.1. L’ben

L'origine de ce produit remonte a des temps immémoriaux, probablement a I'époque ou
I'homme a commencé a domestiquer les espéces laitiéres et a utiliser leurs laits. Sa fermentation
lactique lui donne son aréme naturel et sa saveur inimitable. Sa préparation artisanale est simple, le lait
est abandonné a lui-méme jusqu'a sa coagulation. Celle-ci se fait a température ambiante et dure 24 a
48 h selon la saison. Le barattage qui lui succéde dure 30 a 40 minutes. A la fin du barattage, on ajoute
généralement un certain volume d'eau (environ 10 % du volume du lait), chaude ou froide, suivant la
température ambiante, de fagon a ramener la température de l'ensemble a un niveau convenable au

rassemblement des grains de beurre (Ouadghiri, 2009 ; Benkerroum et Tamime, 2004).

Le L’ben est produit également a I’échelle industrielle. C'est un lait pasteurisé¢ fermenté.
L'acidification est provoquée par ensemencement des ferments lactiques mésophiles. Le lait qui sert a
la préparation du L ’ben est reconstitué. Il subit une pasteurisation a 84°C pendant 30 secondes, puis
refroidi a 22°C et ensemencé de levain lactique (Streptococcus cremoris ; Streptococcus lactis et
Streptococcus diacetylactis ; Leuconostoc dextranicum, Ln. citrovorum et Ln. mesenteroides)

(Benkerroum et Tamime, 2004).

1.2.1.2. Raib

Le Raib fait partie des produits laitiers fermentés populaires en Algérie, en plus du L 'ben (lait
écrémé fermenté). Le Raib a une trés ancienne tradition en Algérie; il est fabriqué a partir du lait cru de
vache ou de chevre. La fermentation du lait, comme de nombreux procédés traditionnels de
fermentation, est spontanée et incontrélée et pourrait €tre une source précieuse des bactéries lactiques
autochtones (Mechai et Kirane, 2008). Contrairement au L ben, le Raib ne subit pas une opération de

barattage et d’écrémage, il s’agit d’un lait fermenté entier.

L2.2. Yaourt

Le yaourt est un lait fermenté obtenu exclusivement par la coagulation du lait sous I'action de
deux bactéries : Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus (Quiberoni et al., 2010 ; Iyer
et al., 2009 ; De Vuyst et Tsakalidou, 2008 ; Delorme, 2008; Michaylova ez al., 2007) (Tableau 3).
Ces bactéries doivent étre vivantes dans le produit et leur nombre doit dépasser dix millions par
gramme de yaourt a la date limite de conservation (Hols ef al., 2005; Pfeiler et Klaenhammer, 2007;

Champagne et al., 2009).
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Tableau 3: Composition recommandée et optionnelle des ferments du yaourt (Hui, 1992)

Composition standard recommandée par la FDA | Ferments additionnels du yaourt
Streptococcus salivarius ssp. thermophillus (St.) Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus casei
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus jugurti
Lactobacillus lactis
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium infantis

Lactobacillus delbruckii ssp. bulgaricus (Lb.)

La principale préoccupation des industriels est d'obtenir régulierement un produit de bonne
qualité. Cet objectif implique:
- Un ajustement de la qualité du lait utilis¢;
- La connaissance des propriétés des cultures bactériennes employées;

- Lamaitrise des différentes étapes de la fabrication du yaourt.

En effet, ces trois paramétres affectent le déroulement normal de la fermentation du yaourt. Les
propriétés fermentaires aromatiques et épaississantes des bactéries lactiques du yaourt conférent au
produit final ses caractéristiques organoleptiques. Les résultats de recherche ont montré que la
production d'acide et la production d'acétaldéhyde de la culture mixte de Lactobacillus bulgaricus et
Streptococcus thermophilus sont beaucoup plus importantes que celles des cultures pures, on peut
¢galement observer un effet synergique marqué sur la consistance et la viscosité du produit lorsqu'on
emploie des cultures épaississantes bonnes productrices d’exopolysaccharides (EPS) (Yildiz, 2010;

Ravin et al., 2006; Hui, 1993).
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Figure 2: Diagramme général de fabrication des yaourts et des laits fermentés (Béal et Sodini,

2012)

Les deux principaux types de yaourt sont le yaourt brassé et le yaourt ferme. Les Figures 2— 3

montrent les différentes étapes de production des yaourts et laits fermentés et des deux types de yaourt

respectivement.
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Figure 3: Diagramme simplifié de la production du yaourt (Yildiz, 2010)

L.2.3. Fromage

Le but de I'industrie fromagere est de transformer le lait en un produit d'utilisation prolongée et

de gotit différent grace a diverses actions microbiennes et enzymatiques (Leroy et De Vuyst, 2004;

Hui, 1993). La coagulation du lait et I'égouttage du caillé obtenu, représentent, en effet, une sorte de

concentration, qui constitue un moyen de conservation auquel il faut ajouter l'acidification provoquée

par la fermentation lactique, qui s’oppose a l'envahissement du fromage par les bactéries de

putréfaction (Yildiz, 2010; Iyer et al., 2009; Keohane ez al., 2009; Parente et Cogan, 2004). Ce

double principe de dessiccation et d'acidification va se retrouver, plus ou moins prononcé dans la

préparation de tous les fromages (Leroy et De Vuyst, 2004). La transformation du lait en fromage

10
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comporte quatre étapes essentielles (voir Figure 4). Dans le cas d'un fromage frais, la fabrication est

terminée apres 1'égouttage (Yildiz, 2010; Parente et Cogan, 2004).

Caillage (coagulation du lait)

!

Egouttage (évacuation partielle du
sérum

!

Salage (saumurage)

!

Affinage (transformation par
maturation microbienne de la pate
obtenue apreés égouttage).

Figure 4 : Etapes essentielles de transformation du lait en fromage (Parente et Cogan, 2004)

Il existe environ 4000 variétés de fromages dans le monde, toutes élaborées en quatre étapes
selon un méme procédé. Les interventions particulieres que 1'on effectue a certaines étapes déterminent
telle ou telle variété. Par conséquent, on a pu classer les fromages en un nombre restreint de catégories.
Il y a eu plusieurs classifications parmi lesquelles celle de Keilling (1947) est la plus appropriée, tant
elle est simple et pratique (Yildiz, 2010). Cette classification repose sur des différences technologiques

qui déterminent les catégories de fromages décrites dans le Tableau 4:

11
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Tableau 4: Classification des différents types de fromages et micro-organismes utilisés dans

leur fabrication
Type de fromage Description Micro-organismes Références
utilisés
Fromages a pite Fromages peu égouttés qui n'ont pas | Lactococcus lactis, Chamba et
fraiche ¢été affinés, il y’a juste coagulation Lactococcus lactis Irlinger, 2004
des protéines du lait sous 1'effet des cremoris, Lactococcus
ferments lactiques (acidification). lactis diacetylactis.
Fromages a pite Constitués d'une pate compacte, Lactococcus lactis Parente et
ferme renfermant un peu moins d'eau que cremoris, Streptococcus Cogan, 2004
les fromages frais, mais contenant thermophilus,
plus de sels minéraux dont les sels Lactobacillus casei, Yildiz, 2010
de calcium notamment. Dans cette levures, moisissures
catégorie, on distingue : diverses.
- les fromages a pdte ferme non
cuite (Edam, Saint-Paulin, efc.)
- les fromages a pdte ferme cuite
(Gruyére, Conti, efc.)
Fromages a pate Fromages ayant subi un affinage Lactococcus lactis, Branger, 2012
molle relativement prolongé (protéolyse et | Lactococcus lactis Yildiz, 2010

lipolyse intenses par la flore de
surface) aprés une fermentation
lactique (ex. Camembert).

cremoris, Streptococcus
thermophilus,
Brevibacterium linens,
Geotrichum candidum,
Penicillium camemberti,
levures.

Fromages a pite

Fromages affinés, a moisissures

Lactococcus lactis,

Settanni et

persillée interne (ex. Roquefort). Il y’a Lactococcus lactis Moschetti, 2010
développement interne de cremoris, Streptococcus
Penicillium roqueforti grace a thermophilus,
I’action de leuconostoc et des Leuconostoc, Penicillium
levures qui produisent une ouverture | roqueforti, levures.
et une petite quantité d’éthanol.
Fromages fondus Constitués d’un mélange Pas d’ajout de ferments Boutonnier,
de fromage(s), de beurre, de créme et | lactiques 2012

de lait, pasteuris¢ (95°C) ou stérilisé
(125°C). Appelés aussi fromages
remaniés, ils sont de nombreux types
dont certains sont obtenus apres
récupération des fragments de
fromages a pate ferme tel que le
Gruyeére et qui présentent certains
défauts. En réalité, il s'agit plus d'une
dissolution suivie d'une dispersion
de protéines dans I'eau que d'une
fonte qui, correspond au sens
physico-chimique du terme, a la
désintégration d'une structure solide
cristalline par l'apport d'énergie
thermique ou l'exercice d'une
pression.

Les ferments du fromage sont constitués essentiellement par des Lactocoques, Leuconostocs,

Lactobacilles et Streptocoques. Les cultures starter comprennent également des propionibactéries,
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brevibactéries et des especes de moisissure Penicillium. Ces derniers organismes sont utilisés en

conjonction avec des bactéries lactiques pour donner au fromage des caractéristiques particulieres. Les

cultures starters utlisés dans la fermentation des différents fromages sont résumées dans le Tableau 5.

Tableau 5: Cultures starters des fromages (Hui, 1992)

Fromage Ferment lactique ajouté
Cheddar, Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Leuconostoc
Colby mesenteroides sSp.cremoris
Swiss Streptococcus salivarius ssp. thermophillus, Lactobacillus helveticus ou
Lactobacillus delbruckii ssp. bulgaricus, Lactobacillus delbruckii ssp. lactis et
Propionibacterium.
Parmesan, Streptococcus salivarius ssp. thermophillus, Lactobacillus helveticus ou
Romano Lactobacillus delbruckii ssp. bulgaricus, Lactobacillus delbruckii ssp. lactis
Mozzarella, Streptococcus salivarius ssp. thermophillus, Lactobacillus helveticus ou
Provolone Lactobacillus delbruckii ssp. bulgaricus
Blue, Streptococcus salivarius ssp. thermophillus, Lactococus lactis ssp. lactis,
Roquefort, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactococus lactis var. diacetylactis,
Stilton Pennicillium roqueforti
Gorgonzola Streptococcus salivarius ssp. thermophillus, Lactobacillus delbruckii ssp.
bulgaricus, Pennicillium roqueforti, Lactococus lactisbiovar. diacetylactis ou
les levures.
Camembert Culture de Lactococcus, Pennicillium camemberti.
Brick, Mixture de culture de Lactococcus et Streptococcus salivarius ssp.
Limburger thermophillus.
Smear ou brevibacterium linens et levures.
Muenster, Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris avec
Gouda, Edam Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris ou les cultures aromatiques de
Leuconostoc mesenteroides cremoris et Lactococcus lactis var. diacetylactis
Cream cheese Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris, avec
Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris ou les cultures ardmatiques de
Leuconostoc mesenteroides cremoris et Lactococcus lactis var. diacetylactis.
Cottage cheese Lactococcus lactis ssp. lactis et Lactococcus lactis ssp. cremoris.
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CHAPITRE II: LES FERMENTS LACTIQUES

I1.1. Généralités sur les ferments lactiques

Les ferments lactiques sont ajoutés au lait pour démarrer le procédé de fermentation. Ils sont
employés pour la production d’une grande gamme de produits laitiers comme le fromage, le yaourt, le
lait fermenté, le beurre et la créme (Chen, 2010; Hylckama Vliega et Hugenholtzb van, 2007;
Pfeiler et Klaenhammer, 2007; Wildman, 2007; Salminen ef al., 2004). Puisque la flore lactique
originale du lait est soit inefficace, incontrolable, imprévisible, ou bien détruite sous I’effet de
traitements thermiques auxquels le lait est soumis, les ferments lactiques ajoutés au lait, suite a 1’étape
de pasteurisation, assurent une fermentation plus controlée et plus prévisible (Yildiz, 2010; Chamba,

2008; Makarova et al., 2006; Badis ez al., 2005; Parente et Cogan, 2004).

Les adjonctions de ferments sont des cultures choisies pour des buts autres que la formation
d’acide, qui est une tache exclusivement réservée aux cultures starters primaires (Carminati, 2010;
Robinson, 2002). Les adjonctions de ferments peuvent étre employées en tant que cultures de
maturation (i.e. pour accélérer la maturation ou produire des saveurs souhaitables), ou elles peuvent
¢galement contribuer a la slireté microbienne ou pour offrir d’autres effets bénéfiques pour la santé. La
forme non-starter des ferments est largement utilisée au cours de la maturation de la plupart des
variétés de fromages pendant la maturation des fromages (Carminati, 2010; Mozziet al., 2010;

Yildiz, 2010; Chamba et Irlinger, 2004; Robinson, 2002).

11.1.1. Définition

Un ferment lactique est une préparation comprenant un grand nombre de micro-organismes
(une seule espece ou plusieurs), qui est ajoutée au lait pour produire un aliment fermenté en accélérant
et en orientant son processus de fermentation (Yildiz, 2010; Leroy et De Vuyst, 2004). La production
des ferments lactiques est fondée sur la technique de la « culture pure » initialement élaborée par
Robert Koch. Dans une culture pure, chaque colonie microbienne se compose de cellules qui
proviennent toutes de la méme cellule. Ceci assure que les cultures ne sont pas un mélange de
différents micro-organismes inconnus et elles peuvent donc étre dénombrées et exploitées pour
produire les réactions biochimiques prédéterminées (Solieri et Giudici, 2009; Chamba, 2008;

Makarova et al., 2006; Parente et Cogan, 2004).
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11.1.2. Taxonomie des micro-organismes utilisés dans l’industrie laitiere
11.1.2.1. Levures:

Les levures sont des micro-organismes largement utilisés aux procédés de production de
produits laitiers notamment les fromages (fromages a pates molles a croite fleurie, fromages a pates
molles a crotite lavée, fromages a pates persillées, fromages a pates pressées). Et pour la production de
certains laits fermentés (Candida kéfir, Torulopsis kéfir). Les levures interviennent essentiellement par

production d’éthanol (Branger, 2012).

11.1.2.2. Moisissures:

Les moisissures sont utilisées également pour la production d’une large gamme de fromages
(fromages a pates molles a croiite fleurie, fromages a pates molles a crotte lavée, a pates persillées,
fromages a pates pressées) (Ray et Bhljnia, 2008; Baduel, 2002; Robinson, 2002). Les especes les

plus couramment utilisés sont Penicillium camemberti, Penicillium roqueforti (Branger, 2012).

11.1.2.3. Bactéries:

Les bactéries lactiques utilisées dans 1’industrie laitiere sont restreints a cinq genres principaux
(voir Tableau 6): Lactococcus lactis ssp. lactis et cremoris; Streptococcus thermophilus; Leuconostoc
especes lactis, mesenteroides ssp. (cremoris et dextranium) et pseudomesenteroides; Enterococcus
faecalis et faecium; et plusieurs espéces de Lactobacillus, notamment, delbruekii ssp. bulgaricus,

casei, brevis, helveticus, rhamnosus, acidophilus, fermentum, curvatus, johnsonii, et gasseri (Shetty et

al., 2006).

Tableau 6: Classification des ferments utilisés dans ’industrie laitiere (Robinson, 2002 ;

Ray et Bhljnia, 2008)
Microflore traditionnelle Espéces bactériennes incorporées aux
ferments lactiques
- Lactococcus - Bifidobacterium
- Leuconostoc - Enterococcus
Genres ; o .

- Pediococcus - Propionibacterium

- Streptococcus - Brevibacterium

- Lactobacillus - Levures
- Moisissures

Les ferments lactiques et les micro-organismes associés et leurs produits fermentés sont décrits

dans le Tableau 7.
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Tableau 7: Cultures starters, micro-organismes associés et leurs applications en industrie laitiére

(Hui, 1992)

Ferments lactiques

Micro-organismes associés

Produits

Mésophiles

Streptococcus lactis
Streptococcus thermophilus
S. lactis var. diacetylactis
Leuconostoc cremoris

S. lactis var. diacetylactis
Pennicillium camemberti

P. roqueforti, P. caseicolum,
Brevibacterium linens.

Cheddar, Colby, Cottage
cheese, Cream cheese,
Neufachatel, Camembert,
Brie, Roquefort, Blue,
Gorgonzolla, Limburger.

Thermophiles
Streptococcus thermophillus,
Lactobacillus bulgaricus, L.

plantarum, Enterococcus
faecium

lactis, L. casei, L. helveticus, L.

Candida kefyr,
Torulopsisssp., L. brevis,
Bifidobacterium bifidum,
Propionibacterium
fureudenreichii, P. shermanii

Yaourt, Parmesan,
Romano, Grana, Koumiss,
Kéfir, Yakult, Therapeutic
cultured milk, Swiss,
Emmental, Gruyere.

Mix de starters

S. lactis, S. thermophillus, E.
faecium, L. helveticus, L.
bulgaricus.

Modified cheddar,
Mozzarella Italien, Pasta
filata, Pizza cheese.

11.1.3. Role des ferments

La pasteurisation du lait réduit fortement la microflore indigene, le role principal des ferments

est par conséquent d’initier et conduire le procédé de fermentation selon les propriétés souhaitées dans
le produit fini (Carminati ef al., 2010; Mozzi et al., 2010; Saithong et al., 2010; Hylckama Vliega et
Hugenholtzb van, 2007). Les ferments contribuent également aux caractéristiques organoleptiques,
nutritionnelles et sensorielles des produits et a leur streté (Yildiz, 2010). L'impact sur la qualité¢ du
produit est fortement dépendant de la souche utilisée et varie entre les souches selon leurs activités et
voies métaboliques (Hylckama et Hugenholtzb, 2007). Les ferments sont utilisés en raison de leur
capacité de production d'acide lactique a partir du lactose. De plus, ils possédent d'autres fonctions
importantes comme ['inhibition des micro-organismes indésirables, 1’amélioration des propriétés

sensorielles et rhéologiques, en plus de leurs bienfaits prouvés pour la santé.

Etant donné que les ferments commerciaux comportent des souches choisies d’espéces

prédéfinies ayant des propriétés métaboliques connues, l'introduction de ces ferments a

significativement amélioré la qualité commerciale et hygiénique des produits laitiers fermentés et a

contribu¢ a I’harmonisation des normes de qualité (Parente et Cogan, 2004).
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11.1.4. Types de ferments

Les ferments peuvent étre classés sur la base de leur fonction, leur température de croissance,
ou leur composition. Avant 1’arrivée de la biotechnologie moderne, des ferments artisanaux étaient
utilisés. Bien qu'ils soient encore en usage, leur instabilité microbiologique a favorisé 1’évolution de
production de mélanges de bactéries lactiques prédéfinies afin d’obtenir une activité et une qualité
d’acidification plus stables dans les produits finaux (Marth et Steele, 2001). Cependant, les ferments
artisanaux représentent des sources potentielles de nouvelles souches de bactéries lactiques a intérét
commercial. Aujourd'hui, des cultures mono- ou multi- souches bien définies sont intensivement
utilisées autour du monde pour produire des produits laitiers variés (Brusetti et al., 2008 ; Uchida et
al., 2007). Ces cultures sont commercialisées sous forme de cellules concentrées congelées ou

lyophilisées pour étre directement introduites dans les cuves de fermentation (inoculation).

On distingue donc deux catégories principales de ferments: les ferments artisanaux utilisés dans

les procédés traditionnels et les ferments commerciaux utilisés dans les procédés modernes:

11.1.4.1. Ferments artisanaux

Tous les ferments disponibles actuellement sont dérivés des starters artisanaux de composition
non définie (contenant un mélange de différentes souches et/ou espeéces non définies) (Brusetti ef al.,
2008; Uchida et al., 2007). La production de telles cultures, aussi définies comme « ferments
naturels » est dérivée d’une pratique antique dénommée “ back-slopping’’ (l'utilisation d'un vieux
batch d'un produit fermenté pour inoculer un produit neuf) et/ou par l'application des pressions
s¢lectives (traitement thermique, la température d'incubation, baisse de pH) (Carminati et al., 2010).
Aucune précaution spécifique n'est employée pour empécher la contamination a partir du lait cru ou a
partir de l'environnement de fabrication, et le contrdle du milieu et des conditions de culture pendant la

production de starters est trés limité (Robinson, 2002).

Deux sous-types de ferments (naturels) artisanaux sont identifiés, des starters du lait et des
starters du lactosérum, selon le substrat et la technique utilisée pour leur reproduction, on trouve:

- Cultures naturelles du lactosérum (Natural Whey Cultures, NWC): Les NWC sont préparées
par l'incubation d’une partie du lactosérum vidangé de la cuve de fromage pendant la nuit sous
conditions plus ou moins sélectives. Dans la fabrication des fromages Parmesan, Reggiano et
Grana Padano, le lactosérum est enlevé de la cuve de fromage a la fin de I’opération de
production du fromage a 50 — 54°C et incubé durant la nuit sous température contrdlée (45 °C),
ou dans de grands récipients en lesquels la température diminue a 37 - 40 °C, a un pH final
inférieur a 3,3 (Carminati, 2010).
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- Cultures naturelles du lait (Natural Milk Cultures, NMC): Les NMC sont encore employées
dans de petites usines de fabrication de fromage en Italie pour la production de fromages
traditionnels, et moins utilisées en Argentine. Une pression sélective est utilisée pour le
développement de la microflore désirée et inclut la thermisation/pasteurisation du lait cru (62 —
65°C pendant 10-15 minutes) suivi d’une incubation a 37 - 45 °C jusqu'a atteinte de l'acidité
désirée. La méthode employée pour les préparer et la composition microbiologique du lait cru

utilisé détermine leur flore microbienne (Carminati, 2010; Robinson, 2002).

11.1.4.2. Ferments commerciaux

Les ferments commerciaux sont en général commercialisés sous forme lyophilisée et peuvent
étre utilisés pour I’inoculation directe de la cuve de fermentation (Direct Vat Inoculation, DVI). Ces
ferments sont développés en grands volumes a partir d’une culture initiale définie ou non définie,
concentrée (typiquement par centrifugation) et ensuite congelée ou lyophilisée pour le stockage et la
distribution (Robinson, 2002; Marth et Steele, 2001). Le ferment concentré est directement introduit
dans la cuve, ce qui évite la contrainte de la propagation sur place. Actuellement, les ferments de type
DVI sont devenus plus accessibles vu 1’amélioration des technologies de la concentration et la

conservation de ces micro-organismes (Carminati, 2010).

Selon leur composition, les ferments commerciaux peuvent étre classés en trois catégories : (i)
les ferments purs, constitués d'une souche d'une seule espece bien caractérisée, (ii) les ferments mixtes,
dont la composition est partiellement ou non déterminée et (iii) les ferments mixtes sélectionnés, qui
contiennent plusieurs souches bien définies issues d'une ou de plusieurs especes (Carminati et al.,

2010; Corrieu et Luquet, 2008; Robinson, 2002).

- Cultures pures: Plusieurs ferments lactiques disponibles sur le marché sont composés d’une
seule souche pure lyophilisée, il s’agit des cultures starters pures (Leroy et De Vuyst, 2004;

Parente et Cogan, 2004).

- Cultures a variétés mélangées partiellement ou non définies: Pour beaucoup de fromages, les
ferments artisanaux ont €té remplacés par les ferments a variétés mélangées commerciales
(Mixed Strain Starters, MSS). Ces préparations sont dérivées des meilleures cultures naturelles
et produites dans des conditions controlées par des entreprises spécialisées (Robinson, 2002).
Bien que la composition des MSS soit non définie, leur production sous des conditions plus
controlées réduit la variabilité intrinseéque liée a l'utilisation des ferments artisanaux (Solieri et

Giudici, 2009; Parente et Cogan, 2004; Limsowtin ef al., 1996).
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Cultures mixtes de souches définies (DSC) : Les cultures de souches définies (Defined Strain
Cultures, DSC) permettent un plus grand controle de la composition et des propriétés du
produit fini. L’examen des propriétés principales de chaque souche (potentiel génétique,
caractéristiques biochimiques, cinétique de croissance, production acide...etc.) permet de
définir un mélange de souches de fagon a aboutir a un ensemble de propriétés souhaitables dans
le produit fini (Robinson, 2002). Les DSC se composent d'une ou plusieurs souches choisies,
maintenues, produites, et distribuées par des entreprises spécialisées. En raison de leur
performance optimisée, ces ferments commerciaux ont remplacé les ferments traditionnels dans
la production de plusieurs variétés de fromage. Puisque la souche et/ou le rapport d'espéces
dans le DSC est défini, leur exécution technologique est extrémement reproductible
(Carminati et al., 2010). Cependant, d0i au nombre limité de souches utilisées, 1'infection par

les bactériophages constitue un risque de rupture des fermentations (Marino ez al., 2003).

Cultures spécialisées : La recherche des souches ayant de nouvelles propriétés spécifiques afin
de développer des ferments spécialisés peut mener a I’amélioration du procédé de fermentation
et a ’augmentation de la qualit¢ du produit final. A cet égard, l'utilisation des cultures
spécialisées de bactéries lactiques ayant des caractéristiques originales est prometteuse en
technologie laitiére. Selon la fonction spécifique a accomplir, ces cultures spécialisées peuvent
appartenir aux starters primaires (par exemple, les starters résistants aux bactériophages) ou
une culture secondaire (définies également comme “adjonctions de starters”) (Carminati et

al., 2010).

- Cultures résistantes aux phages : La coexistence prolongée des ferments lactiques et de

bactériophages dans le méme environnement a incité des souches de ferments
lactiques a l'acquisition de systémes de défense indigénes vers une série de
bactériophages. Ces mécanismes incluent I'inhibition de 1'adsorption du bactériophage,
le blocage de I’injection de I’ADN, les systémes de restriction/de modification (Mozzi

et al., 2010; Marth et Steele, 2001).

- Starters de souches de bactéries lactiques de type sauvage : L'isolement de souches de

type sauvage des produits traditionnels est une méthode classique pour 1’obtention de
nouveaux ferments adaptés a la production d’aliments fermentés traditionnels (ex.
produits de terroir). En employant les souches sauvages sélectionnées, la production a
grande €chelle des aliments fermentés traditionnels peut étre développée sans perdre

leurs saveurs uniques et caractéristiques particulieres (Sanchez et al., 2010). Les
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bactéries lactiques de type sauvage qui proviennent de l'environnement et des matiéres
premicres des aliments, servent de ferments naturels dans plusieurs types d’aliments
traditionnels fermentés. Des études récentes se sont concentrées sur 1'évaluation de
souches sauvages isolées a partir de produits traditionnels pour le développement de

nouveaux ferments (Von Mollendorff, 2008).

2.2. Technologie de production des ferments commerciaux

La production industrielle des ferments lactiques est généralement réalisée en cultures pures,
discontinues ou continues, avec ou sans recyclage des cellules, a température et pH régulés et en
anaérobiose. La fermentation est suivie des étapes de concentration (refroidissement, concentration par
centrifugation ou ultrafiltration), de protection et de stabilisation (congélation ou lyophilisation). La
conservation des ferments s'effectue a basse température, respectivement -45 °C pour les ferments
congelés et 4°C pour les bactéries lyophilisées. Les bactéries sont ensuite utilisées en mélange, apres
décongélation ou réhydratation, pour la fabrication des produits fermentés. L'objectif visé par le
producteur de ferments est d’obtenir des ferments lactiques concentrés d'une haute qualité, c'est a dire
comportant un grand nombre de bactéries viables et présentant une activité métabolique la plus élevée
possible. Cette problématique est complexe, du fait des caractéristiques génétiques et physiologiques
variables des micro-organismes considérés, mais aussi des conditions de conduite des procédés

(Corrieu et Luquet, 2008).

2.2.1. Modes d'ensemencement

Traditionnellement, les ferments lactiques étaient fabriqués dans 1'usine dans laquelle ils étaient
ensuite utilisés. Ils étaient conservés sur milieux solides, ou liquides, soit a 4 °C, soit sous forme
congelée. Avant leur utilisation, ils étaient propagés sur un milieu nutritif, en plusieurs précultures
successives, pour atteindre le volume nécessaire a I'ensemencement des cuves de fabrication (Figure
5). Actuellement, ces précultures subsistent chez certains producteurs notamment en fromagerie,
malgré des inconvénients liés a leur lourdeur de mise en ceuvre, leur répétabilité incertaine et les
difficultés de maintien de l'hygiéne au sein de l'unité de production (sensibilité aux infections

phagiques) (Corrieu et Luquet, 2008).
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Ensemencement direct
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Figure S : Modes d’ensemencement traditionnel et direct : principales étapes de mise en ceuvre par

le producteur de ferments et par ’utilisateur (Corrieu et Luquet, 2008)

Afin de limiter la viabilité de ces ferments et d’accroitre la sécurité des procédés, la production

de ferments concentrés par ensemencement Direct ou DVI ‘Direct Vat Inoculation’ ou ‘Direct set

cultures’) s’est développée (Figure 5). Cet ensemencement est effectu¢ par l'association de souches

bien caractérisées et dont les propriétés sont connues de fagcon préalable. L’ensemencement direct ou

semi-direct présente plusieurs intéréts:

Simplicité d’utilisation des ferments, liée a la suppression des étapes de propagation;
Limitation des risques de contamination;

Controle facilité des bactériophages par simple rotation des cultures ;

Flexibilité des plannings de fabrication, grace a une disponibilité immédiate des ferments ;
Performance dans la conduite du procédé de fabrication, liée a une meilleure standardisation
des cinétiques d'acidification, une reproductibilité accrue des productions et une meilleure

maitrise des rendements ;
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Personnalisation des produits laitiers, grace a la possibilité de réaliser des mélanges de souches

« a la carte », d'une complexité variable, en fonction du produit désiré.

La maitrise des colits de production pour l'utilisateur des ferments différe dans les deux

situations (Corrieu et Luquet, 2008). Le Tableau 8 résume les différents cotits relatifs aux modes

d’ensemencement traditionnel et direct.

Tableau 8 : Coiits liés aux modes d’ensemencement traditionnel et direct (moderne)

Mode Traditionnel Direct
d’ensemencement
Coiits - Investissements/ Infrastructures - Prix d’achat des ferments
(salle a ferment, généralement chez préts a I’emploi
la plupart des transformateurs) - Cot de leur conservation
- Maintenance

- Matériels de préparation des
ferments (milieux d'élaboration,
utilités, nettoyage)

- Personnel (mise en ceuvre,
nettoyage).

11.2.2. Diagramme général de production

La production industrielle des ferments lactiques concentrés se déroule selon les étapes

illustrées dans la Figure 6 :

1.

3.

4.

Préparation du milieu de culture: la préparation des milieux fait intervenir en premier lieu un
choix raisonné des matiéres premicres, en fonction des besoins des micro-organismes, du cott
des constituants et du savoir-faire du producteur;

Traitement thermique: le milieu de culture constitué doit étre traité thermiquement afin de le
débarrasser des micro-organismes contaminants, puis refroidi a la température de fermentation.
Son pH est ajusté a la valeur optimale pour la bactérie a cultiver ;

Inoculation ou Ensemencement: l''lnoculum est constitué soit d'une préculture préalablement
incubée, soit de bactéries congelées ou lyophilisées qui sont ajoutées directement dans le
fermenteur (voir Figure 7). Quand les bactéries lactiques sont isolées pour étre développées
comme ferments, elles doivent démontrer une aptitude a étre produites a grande échelle, pour
résister au processus de lyophilisation et pour maintenir leur activité fonctionnelle (Edward et
al., 2010; Schwab et al., 2007). La majorité des productions de ferments est effectuée en
cultures pures, méme si les cultures mixtes peuvent présenter un intérét ;

Fermentation: la fermentation est généralement conduite en discontinu, dans des conditions
controlées de température et de pH et sous une faible agitation. Une anaérobiose partielle ou

totale peut étre maintenue ;
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Concentration et récolte: une étape de récolte et de concentration suit la phase de propagation
des bactéries. Elle permet d'éliminer la majeure partie de I'eau contenue dans les milieux de
culture et d'aboutir a une concentration cellulaire élevée. Elle est réalisée par centrifugation ou
filtration tangentielle (Luquet et Corrieu, 2008; Salminen et al., 2004) ;

Conditionnement: la concentration des cellules est suivie de l'addition de molécules de
protection, dont le rdole est d'aider les cellules a survivre et a se maintenir dans un état
physiologique actif, a l'issue des étapes de stabilisation et de stockage ultérieures ;
Stabilisation: la stabilisation des bactéries concentrées protégées est réalisée soit par
congglation, soit par lyophilisation. Les conditions de réalisation de ces opérations sont définies
de fagon a limiter les dommages cellulaires qu'elles entrainent ;

Conditionnement final: le conditionnement final des concentrés bactériens intervient soit avant,
soit apres 1'étape de stabilisation, en fonction des conditions dans lesquelles, celle-ci est
réalisée. Il peut étre précédé d'une étape de mélange de plusieurs souches ;

Stockage: le stockage des ferments concentrés stabilisés est réalisé a température contrdlée,
pendant une durée au moins €gale a trois mois, selon les spécifications du producteur (Corrieu

et Luquet, 2008; Salminen et al., 2004).

Ces différentes étapes sont conduites, chez les producteurs industriels, avec un triple souci:
- Atteindre de fortes concentrations bactériennes en fin de culture afin d'accroitre les
productivités ;
- Accéder a une qualité (viabilité et propriétés technologiques) des produits suffisamment
grands pour répondre aux exigences des utilisateurs ;
- Travailler dans des conditions de reproductibilité €levée afin de sécuriser les procédés et
les conditions de travail des personnels (Corrieu et Luquet, 2008; Salminener al.,

2004).
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Figure 6 : Diagramme de production de ferments lactiques concentrés congelés ou lyophilisés

(Corrieu et Luquet, 2008)
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Figure 7 : Types de ferments utilisés dans la fabrication des produits laitiers fermentés et les
étapes de culture dans le procédé industriel de fermentation (Salminen et al., 2004)

11.2.3. Conservation et modes de commercialisation des ferments

La commercialisation des ferments concentrés nécessite leur stabilisation préalable par
congélation, soit par lyophilisation. Cette stabilisation permet de les conserver a la température
préconisée, pendant plusieurs semaines, voire plusieurs mois. Les cultures concentrées congelées
doivent étre stockées a une température inférieur a -45 °C puis décongelées, soit avant

'ensemencement, soit directement lors de fabrication (Corrieu et Luquet, 2008).

Les deux formes commerciales présentent chacune des avantages et des inconvénients. Les
colts de fabrication des ferments congelés sont inférieurs a ceux des ferments lyophilisés. En effet, ces
derniers associent, a I'étape de congélation préalable, une étape de déshydratation sous vide, longue et
coliteuse tant en équipement qu'en fonctionnement. En outre, la reprise d'activité des ferments congelés
est généralement plus rapide, bien que ce criteére soit trés dépendant des souches et des conditions

mises en ceuvre lors de leur conservation (Salminen et al., 2004).

A T'opposé, du fait de volumes de stockage plus faibles (li€s au mode de conditionnement final)
et de températures de conservation plus élevées, les colits de stockage et de transport des ferments
lyophilisés sont inférieurs a ceux des ferments congelés. Cela peut faciliter leur utilisation dans les
contextes de production ou la mise en ceuvre de basses températures est plus difficile (pays chauds).
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Un ferment lyophilisé peut, en outre, étre stocké plusieurs années a basse température (Corrieu et
Luquet, 2008; Salminen ef al., 2004). Cependant, méme a I'état sec, on observe une perte de viabilité
pendant le stockage, et la survie des bactéries stockées dépend de plusieurs facteurs tels que la
concentration initiale en cellules, 1'état et le milieu de croissance, les conditions de séchage, le milieu
de lyophilisation, les conditions de stockage et de réhydratation (Kurtmann et al., 2009; Zhao et al.,

2009).

I1.3. Qualité et criteres de sélection des ferments lactiques

La sélection d'un ferment lactique est réalisée soit par l'utilisateur potentiel, soit par le
producteur de ferments, sur la base d'un cahier des charges généralement fixé par l'utilisateur. Cette
sélection s'appuie sur de nombreux critéres afin de répondre a la fois aux spécifications demandées par
l'utilisateur et aux contraintes imposées par le producteur (Corrieu et Luquet, 2008; Robinson,
2002). Ces criteres relevent habituellement des fonctionnalités technologiques des souches, de leurs
performances, de leurs propriétés probiotiques éventuelles et de leur sécurité. Ils différent selon le type
de produit désiré, les caractéristiques des maticres premiéres a transformer et la technologie appliquée.
Il importe également de s'assurer de la faisabilité économique de la propagation de la souche : cofits
des milieux, mise en ceuvre pratique de la culture, mise en ceuvre de la phase de stabilisation. Enfin,
leur robustesse, notamment lors des différentes phases de leur production, constitue le critére ultime de

sélection (Corrieu et Luquet, 2008; Robinson, 2002).

Le Tableau 9 présente des exemples de critéres recherchés dans les ferments utilisés dans

I’industrie laitiére.
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Tableau 9: Exemples de critéres de choix des ferments utilisés dans ’industrie laitiere (Branger, 2007)

Critéres

Bactéries lactiques

Corynébactéries

Levures

Moisissures

Conditions de croissance

Température optimale et cycle
thermique

Croissance a basse
température

Comportement en présence
d’autres bactéries (effets
synergiques, symbioses,
antagonismes).

pH optimal et minimal
Comportement a +4°C
Croissance a 10-15°C
Comportement en
présence de levures et/ou
moisissures.

- Adaptation a des températures
basses ou élevées

- Exigences faibles en éléments
nutritifs

- Comportement en présence de
bactéries lactiques et
propioniques.

Vitesse de germination et de
croissance

Température

Comportement en présence
d’autres micro-organismes.

Productions ou
caractéres particuliers

Capacité acidifiante
Production de polysaccharides
(dextranes)

Ardmes

Potentiel amino-peptidasique
Potentiel protéolytique
Bactériocines.

Pigmentation non photo-
dépendante

Activité caséolytique
Activité amino-
peptidasique

Activité lipolytique
Arb6mes

Activité déméthiolase

- Taux d’éthanol

- Rendement en éthanol

- Production élevée en glycérol

- Esters lourds

- Phénotype « Killer »

- Dégradation de 1’acide
malique

- Caractere agglomérant

- Propriétés protéolytiques

- Action sur les polyphénols.

Morphologie (feutrage ras,
dense, aéré)

Couleur et stabilité au
vieillissement

Sporulation souhaitée
(Pennicilliumroqueforti)
Ou non
(Pennicilliumcamemberti)
Activité protéolytique
Activité lipolytique.

Caracteres non
recherchés

Production de peptides amers.

Production de sulfures.

- Production d’écume

- Production d’acide acétique

- Production d’acétate d’éthyle
(acidité volatile)

- Production de H,S et de
mercaptans

- Production trop importante
d’alcools supérieurs.

Golts indésirables.

27




Sy

nthese bibliographique

I1.3.1. Criteres de sécurité

Les bactéries susceptibles d'étre produites et utilisées comme ferments lactiques ne doivent
¢videmment pas présenter de caractére pathogeéne et/ ou générer des substances toxiques. C'est le cas
de la plupart des espéces de bactéries lactiques, qui posseédent le statut GRAS (Generally Recognized
As Safe), a 'exception de certains entérocoques (Delorme, 2008; Corrieu et Luquet, 2005; Renault,
2002). Les préparations de ferments commerciaux doivent, en outre, étre exemptes de substances
infectieuses ou susceptibles de provoquer des problémes d'hygi¢ne. Elles ne doivent pas contenir de
contaminants tels que des coliformes, des levures ou des moisissures. Ainsi selon la Fédération

Internationale de Laiterie (IDF, 1997), les ferments doivent satisfaire aux spécifications indiquées dans

le Tableau 10 :

Tableau 10 : Spécifications microbiologiques des ferments lactiques

(Corrieu et Luquet, 2008)

Type de contaminant | Ferments non concentrés | Ferments concentrés
Congelés | Lyophilisés | Congelés | Lyophilisés

Bactéries non lactiques <50 <50 <500 <500

Levures et moisissures <1 <10 <1 <10

Coliformes <1 <1 <1 <10

Entérocoques <10 <10 <10 <100

Staphylococcus aureus <1 <10 <1 <10
Salmonella ssp. Absence dans 25 g de produit
Listeria monocytogenes Absence dans 1 g de produit

11.3.2. Fonctionnalités technologiques

Les fonctionnalités technologiques des ferments lactiques relévent les propriétés suivantes :

- Activité acidifiante : 1l s'agit, pour un ferment donné, de permettre une vitesse d'acidification
¢levée et/ou d'atteindre un niveau d'acidité finale prédéfinie. Ce niveau d'acidité finale dépend des
spécificités du produit, lesquelles vont conditionner le choix des souches ;

- Meétabolisme des sucres : le choix d'un ferment est conditionné par son aptitude a produire,
soit de l'acide lactique presque exclusivement (métabolisme homofermentaire), soit de l'acide
lactique et d'autres produits finaux tels que 'é¢thanol et le CO, (métabolisme hétérofermentaire) ;

- Propriétés protéolytiques et peptidasiques: les bactéries démontrent des potentialités
différentes, liées a leur équipement enzymatique, pour l'utilisation de la fraction azotée ;

- Propriétés lipolytiques : généralement faibles chez les bactéries lactiques, elles peuvent
cependant présenter un intérét pour certaines applications fromageres ;

- Activité gazogene : certains ferments lactiques sont capables de produire du CO, a partir

d'une source de carbone, participant ainsi a la formation d'ouvertures dans les fromages ;
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- Production de composés d'aromes : cette fonctionnalité est particuliecrement importante lors
de I'¢laboration des laits fermentés, des fromages frais, crémes et beurres, dont 1'arome principal est
lié a cette activité microbienne ;

- Production de polysaccharides exocellulaires : il s'agit de sélectionner des ferments capables
de produire, en quantité et en qualité, des exopolysaccharides qui vont accroitre la viscosité du produit
(cas des yaourts brassés par exemple) ;

- Activité antimicrobienne : certains ferments sont capables de produire des bactériocines ou
d'autres inhibiteurs de micro-organismes indésirables. Ces molécules sont particulierement
intéressantes pour 1'élaboration de produits a partir de lait cru, donc susceptibles de contenir des micro-
organismes indésirables, voire pathogenes ;

- Post-acidification : le choix de souches faiblement post-acidifiantes permet, lors de la
fabrication des laits fermentés, de limiter les phénoménes d'acidification qui peuvent intervenir lors de
leur stockage a basse température (4 a 6°C), modifiant ainsi leur qualité organoleptique. La sélection
d'un ferment fait généralement appel a plusieurs de ces propriétés simultanément (Corrieu et Luquet,

2008).

11.3.3. Performances

La sélection d'un ferment lactique doit prendre en compte des critéres de performance des
bactéries. Ainsi, quelle que soit la (ou les) propriétés fonctionnelles retenues, les bactéries devront
répondre a certaines des spécificités suivantes :

- Résistance aux bactériophages (assortie d'un programme de rotation des cultures) ;

- Tolérance aux inhibiteurs de la croissance, tels que les antibiotiques ;

- Résistance aux traitements mécaniques (centrifugation, ultrafiltration) ;

- Aptitude a la congélation ou a la lyophilisation ;

- Aptitude a la conservation (congelée ou lyophilisée) pendant plusieurs mois ;

- Comportement en présence d'oxygene ;

- Tolérance au chlorure de sodium (pour les productions fromageres) ;

- Tolérance au saccharose (cas des laits fermentés sucrés) ;

- Tolérance a l'acidité ;

- Croissance a des températures non optimales (pour certaines fabricationsfromageres).

- Tolérance aux températures élevées (fabrications fromageres thermophiles) ;

- Compatibilité avec d'autres souches ;

- Facilité d'emploi.

Les cinq premiers critéres de performance concernent toutes les bactéries lactiques, quelles que

soient leurs applications, et sont recherchés dés la production des ferments. En revanche, les critéres
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suivants concernent plutot leurs utilisations potentielles et sont donc plus variables (Corrieu et

Luquet, 2008).

11.3.4. Propriétés probiotiques

Lors de la sélection des ferments probiotiques, outre les caractéristiques précédentes, il faut
prendre en compte certaines spécificités liées a leur activité probiotique. Ces spécificités correspondent
essentiellement a des propriétés de résistance lors du passage dans I'estomac, dans le duodénum et dans
l'intestin (Wildman, 2007; Remacle et Reusens, 2004). Les probioiques possédent d’énormes
bienfaits sur la santé (Mattila-Sandholm et Saarela, 2003; Hofman et Thonart, 2002). Beaucoup de
travaux ont discuté les bienfaits des probiotiques sur la santé¢ (Smith et Charter, 2010; Nollet et
Toldra, 2010; Trivedi, 2009; Gibson et Williams, 2000). Sclon Drouault et Corthier (2001), les

principales propriétés recherchées sont les suivantes :

Résistance aux acides (acides gastriques) ;

Résistance aux sels biliaires ;

Stabilité en milieu acide ;

Aptitude a adhérer aux parois intestinales (adhésion in vitro aux cellules épithéliales) ;

Production de substances antimicrobiennes (bactériocines) ;

Activité immunostimulante ;

Activité antioxydante.

11.3.5. Aspects relatifs aux mélanges de souches/espéces

Lorsque le ferment est composé d'un mélange de plusieurs bactéries, il est nécessaire de
s'assurer tout d'abord de la compatibilité entre les souches associées. Il s'agit notamment de considérer
leur température de croissance, leur activité antimicrobienne (par de production de molécules
inhibitrices envers les souches associées) et les interactions bactériennes éventuelles. Les criteéres qui
président a 1'¢laboration des mélanges de ferments reposent sur la connaissance des propriétés décrites
précédemment, en fonction du type de produit a fabriquer. Par exemple, pour 1'¢laboration d'un yaourt
brassé, il s'agira de choisir des souches de bactéries capables d'acidifier rapidement le lait, de produire
des exopolysaccharides pour améliorer la texture finale du produit, et de postacidifier faiblement le

produit lors de sa conservation (Luquet et Corrieu, 2008; Salminen ez al., 2004).
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I1.4. Problémes liés a I’utilisation des ferments lactiques

Le nombre limité de souches disponibles ayant une haute performance technologique et le
risque constant des attaques de bactériophages justifient le besoin continu de rechercher des nouvelles
souches pour diversifier la gamme des produits laitiers (Parente et Cogan, 2004). L'utilisation des
ferments industriels a réduit la diversité des produits laitiers fermentés. Ce phénomeéne peut Etre
expliqué par le fait que la disponibilité commerciale de nouveaux ferments intéressants est limitée.
Actuellement, des efforts sont fournis pour rechercher des nouveaux micro-organismes a partir de lait
cru, des cultures non définies, ou des fromages traditionnels, qui démontreraient du potentiel pour étre

utilisés comme ferments (Mozzi et al., 2010; Yildiz, 2010).

La biotechnologie moderne a permis aux chercheurs de développer une meilleure appréciation
des risques liés a 1’utilisation des ferments lactiques dans I’alimentation humaine. Parmi les problémes
émergents dans I’industrie laitiére nous citons:

- Le risque d’épuisement des souches performantes : les starters commerciaux utilisés

dans I’industrie fromagere par exemple sont normalement issus des souches qui n'ont pas été

isolées dans le secteur géographique ou les fromages sont produits (Marino et al, 2003).

Cependant, il y a beaucoup d'études qui visent a remplacer des starters naturels par des souches

de multi cultures définies qui incluent des souches choisies isolées a partir d’endroits

géographiques spécifiques. Ces études ont été exécutés en Italie (De Angelis er al. 2008; de

Candia et al., 2007; Pisano et al., 2007; Randazzo ef al., 2006), en Espagne (Menéndez et

al., 2000), au Portugal (Macedo et al., 2004), et en Argentine (Candioti ez al., 2002).

- Les problemes de production liés aux bactériophages : la sensibilité aux bactériophages

constitue un point critique pour les ferments lactiques. Quand les starters sont choisis pour

l'usage industriel, beaucoup de stratégies ont été développées, a titre d’exemple : le transfert de
plasmides de résistance aux bactériophages vers des ferments afin de les rendre résistantes aux
bactériophages (Garneau et Moineau, 2011; Mozzi et al.,, 2010). Plusieurs travaux de
recherche récents (Briggiler ef al., 2010; Rodriduez Gonzalez et al., 2010; Hejnowicz ef al.,

2009; Emond et Moineau, 2007; Sturino et Klaenhammer, 2006) étudient les systémes

impliqués dans les mécanismes de résistance aux bactériophages basés sur la sélection des

souches ou la modification génétique par introduction de génes de résistance aux comme le
systeme Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR).

- Le risque d’instabilités génétiques : L’industrie laitiére a pris un essor considérable par la

sélection des souches de bactéries lactiques basée sur la capacit¢ de production d’acide

lactique, de composés aromatiques, de bactériocines, de production de CO, et de résistance aux
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phages. Ces caractéres technologiques sont souvent codés par des plasmides entrainant donc
une instabilité de ces caractéres (Von Mollendorff, 2008; Badis et al., 2005; Hansen, 2002).

- La résistance aux antibiotiques : ceci est un probléme sérieux qui a suscité un intérét
croissant dans la communauté scientifique. La capacit¢ des bactéries a développer une
résistance naturelle aux agents qui lui sont néfastes est bien établie. Cependant, la résistance
aux antibiotiques représente un probleme particulieérement préoccupant a cause des
implications dangereuses pour la santé¢ publique. Par conséquent, une section détaillée est

consacrée a ce probléme dans ce mémoire.

I1.5. Le génie génétique pour I'amélioration des ferments lactiques

On constate souvent I’instabilité des bactéries lactiques : la perte de certaines de leurs
propriétés provoque des perturbations au cours de la fermentation. L’utilisation de bactéries lactiques
implique donc des risques. La formation de faux-golts dans le produit fini et la sensibilité¢ des
bactéries aux phages sont d’autres défauts dans le produit fini et la sensibilité des bactéries aux phages
sont d’autres défauts qui limitent le nombre de cultures disponibles. Les producteurs de cultures sont
ainsi obligés de renouveler sans cesse la gamme de souches et de les modifier. Jusqu’a présent il a
fallu de vastes programmes de criblage pour isoler et sélectionner de nouvelles souches utilisables. La
biotechnologie moderne offre d’autres possibilités pour mettre au point des souches « faites sur
mesure », aux propriétés génétiquement stables et programmées. Les avancées technologiques récentes
dans la génétique des bactéries lactiques, particulierement dans la progression de notre compréhension
des processus de base relatifs au transport, au métabolisme et a la régulation génétique de ’utilisation
des sucres, la production de bactériocines, et la résistance aux phages ont créé¢ beaucoup d’opportunités
pour les techniques d'ingénierie pour appliquer des techniques de génétique pour améliorer les

ferments lactiques.

Dans le passé, les souches rapides productrices d’acide lactique et résistantes aux
bactériophages ont été obtenues par simple sélection et par techniques de mutations. Cependant la
perte de ces caracteres par un bon nombre de souches modifiées par mutations ainsi que 1’instabilité
des caractéres recherchés apparemment due a la perte de plasmides ont été constatées. La
compréhension des propriétés fonctionnelles de plasmides et des mécanismes d'échange génétique et
d'expression des genes dans les streptocoques lactiques promet de faciliter le clonage des traits
désirables dans les ferments lactiques (Mozziet al., 2010; Yildiz, 2010). Il est bien établi que les
cultures starters mésophiles ont des plasmides de tailles diverses et que certains codent pour plusieurs

fonctions principales.
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I1.6. Caractéristiques du marché mondial des ferments lactiques

Les ferments lactiques et probiotiques constituent avec la levure de boulangerie, et a moindre
degré 1’cenologie, la filiére industrielle de production de biomasse microbienne la plus importante. Au
niveau mondial elle représente un volume global de production annuelle d’environ 5000 tonnes de
ferments concentrés (Corrieu et Luquet, 2008). Le marché de la production industrielle de ferments
lactiques est difficile a estimer car il se partage entre des ferments pour ensemencement direct ou semi-
direct et des ferments congelés ou lyophilisés. Selon Hansen, en 2002, il représente un chiffre d'affaire
mondial annuel compris entre 250 a 350 millions d'Euros, dont environ 60 millions sont réalisés par les
ferments probiotiques (Abbott, 2004). C’est en outre, un marché en extension (+ 4 a 6% par an), du
fait de ['utilisation toujours croissante de I'ensemencement direct en industrie. Ainsi, si
l'ensemencement semi-direct était généralisé, le chiffre d'affaire annuel atteindrait approximativement
700 millions d'Euros. En 2005, le marché européen des ferments lactiques et probiotiques se partage

entre plusieurs groupes industriels, dont les principaux sont listés dans le Tableau 11.

Tableau 11 : Principaux producteurs industriels européens de ferments lactiques et
probiotiques (Corrieu et Luquet, 2008)

Producteur industriel Ville/Pays
Alce-Probiotical Novarra / Italie
Bioprox Levallois / France
Chr. Hansen (PAI) Paris / France
CSK Food Enrichment Leeuwarden / Pays bas
Centre Sperimentale Del Latte (CSL) Lodi / Italie
Danisco Brabrand /Danemark
Degussa - Cargill Paris la Défence / France
DSM Food specialities Delft / Pays-bas
FA GewiirzmiillerGmbH Stuttgart / Allemagne
Lallemand Blagnac / France
Quest International UK Ltd Olt / Royaume-Uni
Sacco Come / Italie
Standa Industrie Caen -France
Valio Ltd Helsinki / Finlande

Il n'y a pas de données disponibles dans 1'industrie laitiére concernant la réelle quantité ou les
types de cultures starter utilisées et/ou produites chaque année (Yildiz, 2010). Cependant, le marché
est dominé par quelques entreprises. Le premier producteur mondial de ferments lactiques congelés est
l'ex-société danoise Chr. Hansen, qui compte environ 8000 souches dans sa collection. Les productions
sont réalisées dans trois usines basées au Danemark, aux Etats-Unis et en France et représentent
environ 40 % des ferments commercialisés pour ensemencement direct. La société Danisco,

spécialisée dans les ferments lyophilisés, occupe la deuxieme position avec 27 % de parts de marché et
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recense 7000 souches de bactéries lactiques. Les usines, situées aux Etats-Unis, en France, en
Allemagne et au Danemark, élaborent des ferments lyophilisés et, dans une moindre proportion, des
ferments congelés (Corrieu et Luquet, 2008). Enfin, la sociét¢é DSM se situe en troisiéme position,
avec des formes lyophilisées qui représentent 6 % des parts de marché des ferments pour
ensemencement direct. Ses usines sont situées en Australie et aux Etats-Unis (Corrieu et Luquet,

2008).

CHAPITRE III : REGLEMENTATION RELATIVE AUX FERMENTS INDUSTRIELS

IT1.1. Apercu des exigences réglementaires

Les bactéries lactiques sont utilisées depuis longtemps dans la transformation et la conservation
des aliments. Cet usage prolongé¢ a établi, sans ambiguité, I'innocuité d'un certain nombre de souches et
d'espéces appartenant a un nombre restreint de genres microbiens (Renault, 2002). L'exploitation de
nouvelles souches, espéces, voire méme genres bactériens ayant potentiellement de nouvelles
propriétés technologiques ou probiotiques a récemment connu un intérét croissant. Cet intérét envers
des souches nouvelles a incité a une meilleure prise en compte de la nécessité de valider leur innocuité
pour le consommateur (Corrieu et Luquet, 2005; Renault, 2002). L'évaluation de l'innocuité des
souches utilisées pour 1'alimentation humaine est actuellement réévaluée dans de nombreux pays, en
particulier dans la Communauté Européenne. Ceci a entrainé dans un intervalle de temps relativement
court la production d'un certain nombre de lignes directrices et de recommandations sur la facon de
vérifier I'innocuité de ces souches. L'exigence pour plus de données de sécurité peut étre traduite dans
un contexte industriel par plus de temps, plus d'argent et plus de risques pour développer un nouveau
produit. Ceci doit étre évidemment soupes¢ contre les bénéfices technologiques et probiotiques

potentiels (Hansen, 2002; Renault, 2002).
II1.1.1. Union Européenne

Dans le cas de I’Union Européenne, trois considérations majeures sont a prendre en compte en

maticre de ferments lactiques. Le Tableau 12 résume les réglements qui y sont associés.
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Tableau 12: Réglements européens relatifs a lutilisation de ferments lactiques (Corrieu et
Luquet, 2005)

Réglement Description Référence
1997/258/CE Relatif aux nouveaux aliments et nouveaux ingrédients, il CE, 1997
s'applique aux aliments et ingrédients alimentaires n'ayant
pas été utilisés pour la consommation humaine a un degré
significatif dans la Communauté européenne avant le 15 mai
1997. Si le produit proposé se situe dans cette catégorie,
alors un important dossier doit étre constitug, tel que prévu
par la législation correspondante. La ligne directrice
correspond aux recommandations du 29 juillet 1997.
2001/18/CE Relatif aux organismes génétiquement modifiés et s'applique | CE, 2001
aux « organismes dont le matériel génétique a ét¢ modifié
d'une maniere qui ne s'effectue pas naturellement par
multiplication et/ou par recombinaison naturelle ». Si la
souche entre dans cette catégorie, une quantité significative
de données de sécurité est requise avant que son innocuité ne
soit confirmée.

Systéme de Proposé par le Scientific Comitee for Food. Relatif Site SCEF,
«Présomption | particulierement aux souches microbiennes, y compris 2003

de Sécurité probiotiques. Ainsi, les micro-organismes avec un long

Qualifiée» historique d'utilisation et de sécurité sont présumés sans

(Qualified risque. La validation de 1'innocuité de telles souches serait

Presumption of | restreinte a la vérification de quelques caractéristiques

Safety, QPS) critiques, tels que 1'absence de facteurs acquis de résistance

aux antibiotiques. Naturellement, les souches sans QPS
nécessiteront plus de données de sécurité.

1I1.1.1.1. Systeme de « Présomption de Sécurité Qualifice »

Bien que seulement a 1'é¢tat de projet au moment de la rédaction de ce mémoire, cette
proposition identifie un certain nombre de conditions générales qui devront étre remplies avant que la
Qualified Presumption of Safety (QPS) puisse étre établie :

L'identité de la souche/espéce: Elle doit étre établie de fagon non ambigué par les méthodes
de biochimie et de biologie moléculaire appropri¢es. Un document-guide sur 1'identification
et la taxonomie est actuellement en préparation dans le groupe de travail harmonisation de la
surveillance réglementaire en biotechnologie de 1'Organisation de coopération et de
développement économiques (OCDE). La QPS ne peut pas étre appliquée a des espéces
récemment découvertes (Leuschner et al., 2010).

- La «familiarité »: Elle inclut 'expérience pratique de 1'utilisation de I'organisme, y compris
son historique d'utilisation a certaines fins particulieres, ou toute littérature disponible sur la
biologie du taxon (souche, espéce, genre). Le but de la démarche est d'apporter la preuve
suffisante que le potentiel d'effets indésirables chez I'homme ou sur l'environnement est
compris et prévisible. Pour les organismes non communément utilisés dans la production

d'aliments ou sans historique significatif d'utilisation, cela implique l'acquisition de données
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expérimentales sur la génétique de la souche, sa croissance et les caractéristiques
biochimiques dans différentes conditions. Cette démarche devrait fournir suffisamment
d'¢léments pour le troisieéme test, celui du potentiel pathogeéne (Leuschner ef al, 2010;
Corrieu et Luquet, 2005; Tamime, 2005; Hansen, 2002; Adams, 1999).
La pathogénicité : Si le groupe taxonomique considéré est communément responsable de
pathologies, alors la QPS ne peut s'appliquer. Cependant, si la pathogénicité est limitée a
certaines souches et si le mécanisme de pathogénicité est compris et testable, alors le taxon
considéré peut encore €tre €ligible pour le statut QPS, les qualifications rattachées excluant
alors les souches pathogenes (Tamime, 2005 ; Adams, 1999).
L'impact environnemental: Les organismes ayant pour origine le systéme digestif sain ou
réguliérement introduits dans l'environnement ou encore d'origine tellurique ou aquatique
sont exemple ce critére (Adams, 1999).
L'utilisation finale: Elle influence la nature et le degré de familiarit¢ nécessaires pour
déterminer si le statut de QPS est applicable, selon trois catégories :
e Un organisme vivant, ingrédient d'un produit fini devant entrer directement dans la
chaine alimentaire ;
e Un organisme vivant, ingrédient d'un produit fini mais ne devant pas entrer
directement dans la chaine alimentaire, bien qu'il puisse y entrer de manicre fortuite
(un produit de protection des plantes, par exemple) ;
¢ Un organisme vivant utilis¢ comme souche de production, le produit fini étant exempt
d'organismes vivants et ne contenant que les produits de fermentation (Leuschner et

al., 2010; Adams, 1999).

Dans le cas des bactéries lactiques, le statut QPS peut étre raisonnablement considéré, comme

par exemple pour le genre Lactobacillus (Scientific Commitee on Animal Nutrition (SCAN), 2003).

Le SCAN considére que pour les bactéries lactiques utilisées en industrie laitiere, le seul critére

spécifique serait la démonstration de l'absence de facteurs acquis de résistance aux antibiotiques

(SCAN, 2003).

111.1.2. USA

Aux Etats-Unis d’Amérique, tous les ingrédients alimentaires sont soumis a l'approbation de la

Food and Drug Administration (FDA), a moins de bénéficier du statut GRAS (generally recognized as

safe) (FDA, 2003). Le systtme GRAS a été¢ introduit en 1958, accompagné alors d'une liste

d'ingrédients déja utilisés et reconnus comme sans danger. En ce qui concerne 1'utilisation de bactéries
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vivantes dans la préparation d'aliments, trés peu ont actuellement ce statut GRAS. Pour les applications
laitiéres, ce statut est limité aux domaines suivants :
- le lait acidifi¢ avec ou sans addition de micro-organismes contribuant aux caractéristiques
organoleptiques du produit ;
- le yaourt fabriqué avec Sc. thermophilus et Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus ;
- le Cheddar, soumis a l'action d'enzymes coagulantes et d'une culture de bactéries produisant
de l'acide lactique ;
- certains produits panifiés contenant des bactéries produisant de l'acide lactique, tel que par
exemple le « sour bread » ;
- Lb. acidophilus en tant qu'ingrédient facultatif ;
- B. lactis Bbl2 et Sc. thermophilus Th4, en tant qu'ingrédients de préparation a base de lait

pour nourrissons de quatre mois et plus.

De nombreux industriels disposent de dossiers «Self GRAS» regroupant tous les éléments

nécessaires en cas de controle (Delorme, 2008 ; Corrieu et Luquet, 2005 ; Renault, 2002).

1I1.1.3. Associations professionnelles

La Fédération Internationale Laitiére (FIL) a eu une approche assez similaire a celle des Etats-
Unis. Ainsi, la FIL a émis une liste de micro-organismes avec un historique d'utilisation alimentaire
dans 1'Union Européenne, proposée conjointement avec I’European Food and Feed Cultures
Association (EFFCA) (Mogensen et al.,, 2002). Les souches présentes dans cet inventaire ont été
commercialisées par une ou plusieurs sociétés membres de I'EFFCA et ont été utilisées a un niveau
significatif (défini comme I'équivalent de 10 kg de culture lyophilisée, soit environ 100 tonnes de

produit fermenté inoculé a 0,01 %) (Hansen, 2002).

1I1.1.4. Algérie

Les textes réglementaires algériens contenus dans le journal officiel de la république
algérienne, relatifs au lait et dérivés laitiers, touchent surtout aux aspects relatifs au controle de la
qualité hygiénique et sanitaire de ces aliments. Actuellement, il n’y a aucune législation algérienne qui
spécifie les conditions d’utilisation des ferments lactiques importés, les obligations concernant

I’étiquetage et/ ou la composition en souches lactiques.
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CHAPITRE 1V : RESISTANCE DES BACTERIES LACTIQUES AUX ANTIBIOTIQUES
L'évolution rapide de la résistance aux antibiotiques est une réponse des bactéries au
changement dramatique de leur environnement présenté par l'utilisation étendue d’antibiotiques. Ceci a
abouti a I’émergence de la résistance bactérienne a de nombreux antibiotiques couramment utilisés
(voir Figure 8). Ce probléme intéresse de plus en plus les chercheurs, vu ses répercussions sur la santé
humaine (Nollet et Toldra, 2010). Des mesures correctives sont prises dans plusieurs pays, I’exemple
est donné par 1’Union Européenne ou plusieurs pays ont adopté des programmes pour surveiller cette
résistance. Cette approche a ¢été réalisée uniquement dans quelques pays tels que: le Danemark
(DANMAP), la Suéde (SVARM / SWEDRES), la Finlande (FINRES), la Hollande (MARAN) et la
Norvege (NORM / NORM-VET) (EFSA, 2008). Plusieurs travaux de recherches se focalisent sur
I’identification des séquences génétiques codant la résistance aux antibiotiques (Hummel et al., 2006).
Dans un effort de diminuer le développement de la résistance, de diverses mesures ont été prises au
niveau du SCAN pour définir les critéres évaluant la présence ou 1'absence des causes déterminantes
de résistance aux antibiotiques dans les micro-organismes utilisés en tant qu’additifs alimentaires

(SCAN, 2003).

mm< 1% 1 —<5% 5-10% 10-25% =m25-50% m=>50% No data reported or < 10 isolates Not included
(a) (b)

Figure 8: Evolution de la résistance de E. coli aux Fluoroquinolones dans différents pays
européens : (a) 2001 et (b) 2010. Les pourcentages expriment les proportions des isolats ayant

démontré une résistance.
[Les données représentent les soumissions a la base de données du The European Surveillance System (TESSy)
Jjusqu’au 18aoit, 2012 a 17:00]”.

M http://ecdc.europa.eu/en/activities/surveillance/EARS-Net/database/Pages/map _reports.aspx
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IV.1. Définitions de la résistance aux antibiotiques

Plusieurs types de résistance aux antibiotiques existent chez les bactéries, le Tableau 13

explique brievement la nature de chacune de ces résistances (Lavigne, 2010):

Tableau 13 : Différents types de résistance des bactéries aux antibiotiques

1. Résistance innée

2. Résistance acquise

3. Résistance clinique
4. Résistance croisée

5. Résistance
chromosomique
(liée au chromosome)

6. Reésistance
génétique

7. Résistance
extrachromosomique
(plasmidique)

8. Résistance
associée

9. Résistance
inductible

10. Résistance
constitutive
(déréprimée)
11. Résistance
transposable

Nommée également résistance intrinséque ou naturelle ; cette résistance
concerne toutes les souches d’une espeéce donnée. On rencontre ce type de
résistance chez les souches sauvages, n'ayant jamais €été en contact avec un
antibiotique. Elle permet de définir le spectre clinique d'un antibiotique.

Quand une souche d'une espéce typique susceptible devient résistante a un
antibiotique donné on la considére donc comme résistance acquise.

C’est I’expression de la résistance in vivo par 1'échec thérapeutique.

Fait référence au spectre d'inactivation li¢ & un méme mécanisme de
résistance vis-a-vis de divers antibiotiques appartenant a la méme famille
ou sous-groupe (se révele par lecture interprétative de l'antibiogramme).

Il s'agit souvent d'expliquer le déterminisme génétique d'une résistance
naturelle ou acquise dont le ou les genes est ou sont liés au chromosome
(mutation).

Modification du patrimoine génétique entrainant des augmentations
limitées de concentration minimale inhibitrice (CMI), souvent peu
apparente de légeres modifications du patrimoine génétique d'une bactérie
peuvent entrainer une moindre sensibilité a un antibiotique ou plusieurs de
la méme famille ou de plusieurs selon le mécanisme.

La résistance est liée a la présence d'un fragment d'ADN, le plus souvent en
position cytoplasmique et non chromosomique tel un ADN plasmidique
réveélé apres une €lectrophorese sur gel.

Résistance méditée par un plasmide porteur de plusieurs genes de
résistance a des antibiotiques de familles différentes (résistance
plasmidique ou transposable)

Expression de la résistance en présence d’un inducteur (antibiotique de la
méme famille).

Modification de I’ADN d’un gene impliqué dans la résistance inductible, se
traduit par une expression augmentée de la résistance

Structure particuliecre d’ADN localisée sur des transposons (éléments
génétiques mobiles), situés soit dans le chromosome, soit sur un plasmide.
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IV.2. Mécanismes de résistance aux antibiotiques
1V.2.1. Mécanismes biochimiques

Les bactéries se défendent contre l'action des antibiotiques en se rendant imperméables a leur
pénétration, en produisant des enzymes capables de les inactiver ou en modifiant la structure de leurs
cibles. Les mécanismes biochimiques impliqués dans la résistance bactérienne aux antibiotiques sont

brievement expliqués ci-dessous (EFSA, 2008; SCAN, 2003).

1V.2.1.1. Interférence avec le mécanisme de transport de type imperméabilité : Défaut d’entrée de
I’antibiotique dans la bactérie (Gram -) provoqué par le dysfonctionnement ou la perte d'une porine qui
sont des canaux aqueux ou hydrophiles constitués de trois molécules de protéines qui laissent diffuser
diverses molécules de faible masse moléculaire comme des substrats ou encore des antibiotiques.

Exemple: 3-lactamines.

1V.2.1.2. Interférence avec le mécanisme de transport de type efflux : Extrusion de 1’antibiotique de la

bactérie (Gram + ou Gram -). Exemple: Quinolones.

1V.2.1.3. Inactivation ou détoxification enzymatique : Le mécanisme de résistance naturelle ou acquise
par inactivation ou détoxification enzymatique est important et trés varié. Exemple: les B-lactamases
(au moins 350 enzymes maintenant identifiées). La résistance par ce type de mécanisme a d'autres

familles d'antibiotiques est bien connue comme pour les aminoglycosides avec les enzymes impliqués.

1V.2.1.4. Modification d'affinité de la cible : Ce mécanisme est en relation avec une modification
d'affinité d'une ou plusieurs cibles de type PLP (Protéines de liaison aux pénicillines) ou PBP
(Penicillin Binding Protein) comme chez Streptococcus pneumoniae définissant une résistance de

niveau variable: bas niveau de résistance (BNR) et haut niveau de résistance (HNR).

1V.2.1.5. Substitution de cible : Ce mécanisme est de moindre importance dans le monde bactérien.
Cependant, 1'exemple majeur est la résistance intrinseque de Staphylococcus aureus qui est liée d'une
part, a la présence d'une nouvelle PLP de faible affinité¢, dénommée PLP2a et d'autre part a son
hyperproduction. La conséquence clinique est importante, car il y aura résistance croisée entre -

lactamines.
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1V.2.2. Mécanismes génétiques
1V.2.2.1. Mutation

Les mutations chromosomiques peuvent conduire a une résistance accrue aux antibiotiques de
différentes maniéres. Les plus fréquents sont des mutations dans les génes codant pour les molécules
cibles d’antibiotiques, généralement par une modification sur le site de liaison de I’antibiotique. Un
exemple bien étudi¢ est celui des mutations dans le géne de la protéine de liaison de la pénicilline ce
qui se traduit par une résistance ¢levée a la pénicilline. Des mutations de ’ARNr 16S ou 23S rend
Helicobacter pylori et Streptococcus pneumoniae résistantes a la tétracycline et 1'érythromycine,
respectivement. La résistance par mutation des geénes chromosomiques présente un faible risque de

diffusion horizontale toutefois (EFSA, 2008).

1V.2.2.2. Acquisition d’ADN

Trois principaux mécanismes de résistance antimicrobienne ont été décrits: (i) I’inactivation
directe de la molécule active, (ii) la perte de susceptibilité bactérienne a l'antibiotique par la
modification de la cible d'action et (iii) de réduction de la concentration de 1’antibiotique qui atteint la
molécule de cible sans modification du composé elle-méme (SCAN, 2003). Les mécanismes de
défense d'antibiotiques de la résistance intrinséque est dans la plupart des cas relative a la présence de

basses cibles d'affinité, I'absence de cibles, prise diminuée ou flux d'antibiotiques (Figure 9).

Résistance intrinseque Résistance acquise
Mutation Addition de génes
) gbsenczfdg C’ﬂleel bl Modification - Inactivation de I’antibiotique
- bassea 1n1‘fe © fl cible de cible - Modification de la cible
- Basse perméabilité L.
o - Mécanismes de flux
- Mécanismes de flux

Figure 9 : Principaux mécanismes de résistance intrinséque et acquise aux antibiotiques (EFSA,
2008)
IV.3. Familles des antibiotiques

Les principales sources des antibiotiques sont les champignons comme la pénicilline qui est
produite par le champignon Penicillium, mais ils peuvent aussi avoir comme source les bactéries. 11
existe également des antibiotiques entierement synthétiques comme le chloramphénicol, produit de
synthese chimique (Guillemot ez al., 2006; Yala ef al., 2001). Les antibiotiques sont définis aussi par
leur :

- Activité antibactérienne (spectre d'activité) ;
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- Toxicité sélective (mode d'action) et

- Bonne absorption et diffusion dans l'organisme (pharmaco-cinétique) (Yala et al., 2001).

Les antibiotiques sont aussi subdivisé€s en plusieurs familles selon leur spectre d’action (voir

Tableau 14).

Tableau 14: Principales familles d’antibiotiques et leurs spectres d’activité (Abidi, 2004)

Familles Antibiotiques correspondants Spectre d’activité
Bétalactamines | Pénicilline G ; Pipéracilline ; Ampicillines ; Coques Gram + et
Nafcicilline ; Amoxycilline ; Oxacilline ; Gram -
Les pénicillines | Carbénicilline ; Cloxacilline ; Dicloxacilline Bacilles Gram +
Premiére génération
Céfalexine ; Céfazoline ; Cefalonium ; Céfadroxil ; Gram +
Céfapirine ; Céfalotine ; Céfaradine
Deuxiéme génération
Céfuroxime ; Céfoxitine Spectre intermédiaire
Les Troisieme génération
céphalosporines | Ceftiofur ; Céfépime ; Céfopérazone ; Ceftazidime ;
Céfotiam Gram -
Quatriéme génération
Cefquinome
Aminosides Streptomycine ; Paramomycine ; Néomycine ; Bacilles Gram -
Framycetine ; Apramycine ; Tobramycine ;
Amikacine ; Spectinomycine ; Gentamicine ;
Ribostamycine ; Kanamycine ; Netilmicine
Phénicolés Chloramphénicol ; Florfénicol ; Thiamphénicol Spectre large
Tétracyclines Oxytétracycline ; Minocycline ; Chlortétracycline ; Spectre large
Doxycycline ; Déméthylchlortétracycline
Macrolides Erythromycine ; Tilmicosine ; Lincomycine ; Coques Gram + et
Spiramycine ; Josamycine ; Oléandomycine ; Gram -
Tulathromycine ; Tylosine Bacilles Gram +
Mycoplasmes
Glycopeptides | Vancomycine ; Teicoplanine Bactéries Gram +
Polypeptides Colistine ; Tyrothricine ; Colistiméthate ; Bacitracine ; | Bacilles Gram -
Polymyxine B
Sulfamides Sulfaméthizol ; Sulfathiazol ; Sulfadimidine ; Spectre large
Sulfadimérazine ; Sulfaméthoxazole ; Sulfadiazine ;
Sulfadiméthoxine ; Sulfaméthoxypyridazines
Quinolones Acide oxolinique ; Fluméquine ; Ciproflaxine ; Spectre large

Ibafloxacine ; Marbofloxacine ; Difloxacinedge
Enrofloxacine ; Danofloxacine
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IV.4. Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques exercent leur action sur les cellules procaryotes au niveau de différentes cibles.

1V 4.1. Synthése de la paroi :

Certains antibiotiques interférent avec, ou se fixent sur une enzyme de la voie de biosynthése du
peptidoglycane et bloquent son activité. De plus, d’autres mécanismes peuvent étre mis en jeu (Jean-
Noel et Guy, 2006). Les antibiotiques en question sont principalement des -Lactamines (pénicillines,

céphalosporines, et dérivés), Cyclosérine, Bacitracine, Vancomycine et Fosfomycine (Abidi, 2004).

1V.4.2. Réplication (synthése de I’ADN) :
Les quinolones bloquent I’ADN gyrase, provoquant une fragmentation de 1I’ADN. La
Novobiocine empéche la fixation de I’ATP sur ’ADN gyrase (Jean-Noel et Guy, 2006).

1V.4.3. Transcription (synthése des ARN) :
La Rifampicine se fixe sur la sous-unité B de I’ARN polymerase ADN dépendante altérant ainsi

le message (Abidi, 2004).

1V.4.4. Traduction (synthése des protéines):

La Streptomycine se fixe sur ’ARN 16 S de la sous unit¢ 30 S du ribosome et empéche
I’initiation. D’autres aminosides se fixent sur ’ARN 16 S de la sous-unit¢ 30 S du ribosome et
empéchent 1’¢longation. L’Erythromycine se fixe sur la sous unit¢ 50 S du ribosome et bloque la

translocation (Jean-Noel et Guy, 2006).

IV.S. Problémes liés a I’utilisation des antibiotiques

Les problemes liés a la présence des résidus d’antibiotiques dans le lait sont a la fois d’ordre
sanitaire et technologique. Il faut toutefois distinguer la notion d’inhibiteurs qui correspond a un
probléme technologique et la notion de résidus qui correspond a un probléme de santé publique

(Fabre et al., 2002).

1V.5.1. Les problémes sanitaires
(i) Problémes d’allergie: En médecine humaine, 1’allergie est un effet secondaire reconnu des
antibiotiques et en particuliers des béta-lactames (Fabre et al., 2006; Chataigner et
Stevens, 2005). Des cas d’allergies aux résidus de pénicilline dans les aliments d’origine

animale ont été scientifiquement prouvés, ceux-ci restent extrémement rares. Quelques cas
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seulement d’allergie a la pénicilline, suite a la consommation des produits laitiers, ont été

déclarés dans le monde en plusieurs décennies (Federicci-Mathieu, 2000).

(i) Risques toxiques: La toxicité directe des antibiotiques est dans I’ensemble extrémement
limitée. Le cas de toxicité potentielle fréquemment cité est celui du chloramphénicol, qui a
¢té¢ responsable d’anémies aplasiques chez 1’homme (liées & son utilisation en médecine
humaine) (Fabre et al., 2006; Chataigner et Stevens, 2005). L’utilisation vétérinaire de
cette molécule est désormais interdite pratiquement partout dans le monde (Fabre et al.,

2006; Maghuin-Rogister et al., 2001).

(iii)  Modifications de la flore digestive du consommateur: Dans le tube digestif vivent des
milliards de bactéries saprophytes et commensales. La consommation de produits contenant
des résidus d’antibiotiques (cyclines, sulfamides) perturbe cette flore intestinale
(Chataigner et Stevens, 2005). En modifiant sa composition par inhibition sélective, ils
dévastent la flore normale et laissent place a d’autres especes (Abidi, 2004) et diminuent
ainsi I’immunité naturelle préétablie. Ceci peut entrainer une atteinte du systéme nerveux,
des os, des dents, du foie, du sang ainsi que I’apparition de bactéries mutantes résistantes

aux antibiotiques, engendrant des échecs thérapeutiques (Broutin et al., 2005).

(iv)  Risques d’antibiorésistance: Au cours des deux derniéres décennies, les agents
pathogenes résistants aux antibiotiques sont devenus un sérieux probleéme de santé publique.
Une des raisons de I’augmentation de cette résistance pourrait résider dans 1’utilisation
préventive et thérapeutique d’antibiotiques en production animale, car les médicaments
vétérinaires contiennent en partie les mémes matieres actives qu’en médecine humaine

(Gysi, 2006).

1V.5.2. Les problémes technologiques

Les résidus d’antibiotiques représentent un réel probléme pour les transformateurs laitiers par
leurs conséquences néfastes sur les fermentations lactiques et constituent le probléme majeur des
accidents de fabrication (d'Aimmo et al., 2007). La présence de résidus d’antibiotiques inhibe de
manicre partielle ou totale la croissance des ferments et se traduit par de nombreux accidents de
fabrication tels que les défauts de coagulation du lait, I’insuffisance de 1’égouttage et les risques de
prolifération incontrdlée de germes gazogenes, insensibles aux antibiotiques telles que les coliformes,
Bacillus, Clostridium, Proteus, Aerobacter ce qui rend le lait contenant des résidus d’antibiotiques

inapte a la transformation (Abidi, 2004; Stoltz et Hankinson, 1952). Dans la plupart des pays, la
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législation interdit la vente de lait contenant des antibiotiquestel que recommandé par

'Organisation mondiale de la santé (OMS) (Kelly, 2009; d'Aimmo et al., 2007).

IV.6. Pertinence de la résistance aux antibiotiques aux ferments lactiques

Pendant plusieurs décennies d’études sur la sélection et la diffusion de la résistance aux
antibiotiques, de nombreux chercheurs ont émis récemment I'hypothése que les bactéries
commensales, y compris les bactéries lactiques peuvent servir de réservoirs de génes de résistance aux
antibiotiques semblables a ceux trouvés dans les pathogénes humains. Beaucoup d'antibiotiques sont
utilisés dans la production laitiére pour traiter les mammites, et ils sont excrétés dans le lait des vaches
traitées. Depuis les années 1950 et le milieu des années 1970, il y avait des rapports concernant la
présence d'antibiotiques dans le lait. Des essais ont été réalisés afin d’accroitre la résistante aux
antibiotiques des cultures de lactobacilles utilisées pour la production du yaourt (Sozzi et Smiley,
1980; Stoltz et Hankinson, 1952). Les bactéries résistantes sont potentiellement transmissibles a
I’homme via les denrées alimentaires (Fabre et al., 2006; Chataigner et Stevens, 2005). La principale
menace associée a ces bactéries, c'est qu’elles peuvent transférer des génes de résistance aux bactéries
pathogenes voyant que le tractus gastro-intestinal est un environnement idéal pour le transfert de génes

entre les bactéries de différents types (Kelly, 2009).

Un certain nombre d'initiatives ont été récemment lancées par diverses organisations a travers
le monde pour répondre aux préoccupations en matiére de biosécurité des cultures starter et les micro-
organismes probiotiques (Kelly, 2009; d'Aimmo et al, 2007). Les études peuvent conduire a une
meilleure compréhension du role joué par les cultures starters dans le transfert horizontal de genes de
résistance aux antibiotiques a la flore intestinale humaine et aux bactéries pathogeénes probablement

ingérés avec 1’alimentation (Mathur et Singh, 2005).

Il est important de préciser que la problématique de I’antibiorésistance doit étre différenci¢e de
celle des résidus d’antibiotiques. Ceux-ci peuvent avoir des répercussions sur la santé des
consommateurs (ex. allergies) mais ne sont pas en cause dans le développement de 1’antibiorésistance.
Par ailleurs, il faut souligner que ce ne sont pas les animaux ou les humains qui deviennent résistants
aux antibiotiques mais bien les bactéries qui les affectent (Fabre ez al., 2006 ; Chataigner et Stevens,

2005).
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Les analyses de controle de la qualité microbiologique, ’isolement et les différents tests de
caractérisation des ferments lactiques ont été réalisés au niveau du Laboratoire d’hygiene du Service
d’épidémiologie et de médecine préventive (SEMEP) de Sedrata, wilaya de Souk Ahras du 19/04/2011
- 02/09/2011.

L’¢étude de susceptibilité¢ des ferments lactiques aux antibiotiques a été réalisée au Laboratoire
de microbiologie a I’Institut de la Nutrition, de I’ Alimentation et des Technologies Agro-Alimentaires
(INATAA), Universit¢ Mentouri de Constantine dans la période s’écoulant du 23/04/2012 au

06/06/2012. La mesure de 1’absorbance a été effectuée au Laboratoire de physico-chimie.

I) MATERIEL
I.1. Matériel biologique

Dans cette étude, nous avons utilisé cinq échantillons de ferments industriels lyophilisés pour
ensemencement direct (DVS) (Annexe 1). Ces ferments nous ont été fournis par :

SARL Hodna lait SARL Safilait SNC IGILAIT

(M’sila) (Constantine) (Jijel)

Les ferments lactiques lyophilisés pour ensemencement direct du lait sont commercialisés
généralement dans des sachets en aluminium imperméables a I’eau et a 1’air. Les ferments peuvent se
conserver douze mois a +4°C et jusqu’a dix-huit mois a -18°C si la chaine de froid est correctement
appliquée. Nous avons pris les mesures nécessaires pour transporter les ferments au laboratoire en

respectant la chaine de froid en transportant les échantillons de ferments fournis dans une glaciere.

Les ferments analysés sont décrits dans le Tableau 15.

46



Matériels et méthodes

Tableau 15 : Description des ferments lactiques lyophilisés étudiés

Fabricant

Appellation commerciale

Description

Sacco

Lyofast Y 456 B

Ferment pour yaourt

M¢élange de souches de Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus bulgaricus pour ensemencement direct
(DVS) fourni par I’unité dans son emballage initial
(voir Annexe 1), contenant 50 Unités sous forme

lyophilisée.

Chr. Hansen

YC-180 Yo-Flex®

Ferment pour yaourt

Me¢lange de souches aromatiques thermophiles pour
ensemencement direct (DVS) fourni par I’unité dans
son emballage initial (voir Annexe 1), contenant 10

Unités sous forme lyophilisée.

Chr. Hansen

CHN-11

Ferment pour fromage
Culture mixte de souches mésophiles aromatiques et
acidifiantes dans un emballage étanche a I’air et a la

vapeur d’eau (voir Annexe 1).

Coquard

ALPHA 10

Ferment pour fromage
Me¢lange de cultures mésophiles acidifiantes 2/3
homofermentaires et 1/3 hétérofermentaires fourni dans

son emballage initial (petit flacon) (voir Annexe 1).

Hansen

SALSA 1

Ferment pour affinage et aromatisation du fromage
Souche pure de Staphylococcus xylosus fournie dans
son emballage initial (voir Annexe 1), contenant 10

Unités sous forme lyophilisée.

1.2. Antibiotiques

Les antibiotiques choisis pour notre étude sont préts a I’emploi sous forme de solutions dans

des flacons en verre de 100 ml a usage vétérinaire. Les antibiotiques ont été achetés auprés d’un

fournisseur de produits a usage vétérinaires. Ces antibiotiques sont destinés au traitement des vaches

laitieres atteintes de maladies les plus fréquentes telles que les mammites. Les antibiotiques choisis

pour 1’étude sont:

- Pen&Strep : Association Pénicilline et Streptomycine.

- Ampicilline : Ampicilline tri-hydratée.
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- Sulfaprime S : Association Sulfadiazine et Triméthoprime.

1.3. Milieux de culture, appareils et réactifs:

- Les milieux de culture ainsi que leur composition sont décrits dans I’ Annexe 2 ;

- Les matériels et appareillages utilisés dans la présente étude sont cités dans I’Annexe 3 ; et

- Les réactifs chimiques, dans 1’ Annexe 4.

II) METHODES

Notre étude comprend les volets décrits dans le Tableau 16 :

Tableau 16: Apercu général des paramétres étudiés et les méthodes adoptées

Parameétres étudiés

Méthodes

Controle microbiologique des
¢chantillons de ferments lactiques
commerciaux collectés aupres de 3
entreprises algériennes.

Techniques classiques de microbiologie pour la
recherche des :

- Coliformes totaux et fécaux ;

- Streptocoques fécaux ;

- Staphylococcus aureus |

- Salmonelle ;

- Levures et moisissures ;

- Flore totale aérobie mésophile.

Tests de caractérisation de différentes
souches présentes dans les ferments
lactiques industriels.

- Isolement sur milieux solides ;

- Caractérisation morphologique ;

- Détermination des caracteres physiologiques ;
- Caractérisation biochimique.

Evaluation de la susceptibilité des
¢échantillons de ferments collectés a des
antibiotiques utilisés dans la médecine
vétérinaire.

- Suivi de I’activité acidifiante et la croissance cellulaire
par mesure de I’absorbance a différentes
concentrations d’antibiotiques et des témoins ;

- Dénombrement des témoins des ferments du yaourt a
différents intervalles de temps pour estimer
I’évolution de la biomasse au cours de la fermentation.

Consultation d’un panel d’experts
scientifiques et industriels afin
d’évaluer les potentialités de fabrication
locale de ferments lactiques
autochtones.

Meéthode Delphi.

I1.1. Controéle de la qualité microbiologique des ferments

Bien que les ferments lactiques soient fabriqués sous licence de bonnes pratiques de fabrication

(BPL) et représentent des produits ayant une qualité microbiologique bien contr6lée, nous avons

entrepris de vérifier la qualité microbiologique des échantillons de ferments recueillis dans cette étude

pour les raisons suivantes :

- Il n’existe pas d’exigences réglementaires particulieres par rapport aux cahiers de

charges que doivent respecter les importateurs de ferments ;
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- Les échantillons collectés sont fabriqués par différentes sociétés et la qualité du produit

fini commercialis¢ dépend souvent du fabricant.

Nous avons conservé les échantillons de ferments lactiques au congélateur et les avons
transportés depuis les unités de productions vers le laboratoire dans une glaciére munie de plusieurs
poches de glace. Afin de minimiser toute contamination externe risquant d’affecter la qualité
hygiénique des ferments, le contrdle de la qualité microbiologique fut réalis¢ immédiatement apres

I’ouverture de I’emballage initial.

I1.1.1. Réhydratation des ferments

Nous avons réalisé cette étape de réhydratation des ferments afin de favoriser la multiplication
des germes (Gianni de Carvalho et al, 2009). Nous avons incorporé¢ les ferments lactiques
lyophilisés a raison de 1% (correspondant a 1 g/100 ml) dans des tubes a essais préalablement stérilisés
incubés par la suite jusqu’a coagulation totale du lait (2 37°C pendant 24 heures). Nous avons préparé
ainsi des lots d’un volume total de 100 ml chacun, correspondant a chacun des cinq échantillons de
ferments collectés. Nous avons utilisé par la suite ces solutions de ferments réhydratés (laits fermentés)
pour effectuer les différentes analyses microbiologiques selon les protocoles de contrdle de qualité des
produits laitiers (Lebres et al, 2002). Les résultats sont exprimés par gramme du ferment ainsi

réhydraté.

I1.1.2. Préparation de la dilution meére

Nous avons introduit 25 g du ferment réhydraté (voir section I1.1.1.) aseptiquement dans un
bocal stérile préalablement taré contenant 225 ml d’eau peptonée tamponnée stérile.
L’homogénéisation a été réalisée sur vortex apres introduction de ’aimant stérilisé au préalable dans
I’autoclave. Cette suspension constitue alors la dilution mere (DM) qui correspond a la dilution 1/10

ou 10™" (Lebres et al., 2002).

I1.1.3. Préparation des dilutions décimales

Un millilitre de la dilution mére (10™") est prélevé aseptiquement a ’aide d’une pipette stérile et
introduit dans un tube a essai contenant 9 ml d’eau peptonée tamponnée. On obtient ainsi la dilution
107 et on répéte la méme procédure en prélevant 1mla partir de la dilution 107 et en I’introduisant
aseptiquement dans un tube a essai contenant 9 ml du diluant et ainsi de suite (Arrété 11 septembre

2004, JORA n° 70 du 7 novembre 2004 ; Guiraud, 2003). Nous avons préparé ainsi sept dilutions.
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I1.1.4. Recherche et dénombrement des germes de contamination

On entend par « organismes de contamination » tout micro-organisme autre que ceux
responsables de fermentations spécifiques du type de lait fermenté considéré (Arrété du 27 mars 2004
publié dans le JORA n° 32 du 23 mai 2004). Les principaux milieux sélectifs utilisés pour
l'isolement et le dénombrement des entérobactéries, des entérocoques, des Staphylococcus aureus et

des levures/moisissures et de la flore totale aérobie mésophile (FTAM) sont décrits dans le Tableau 17.

Tableau 17 : Milieux sélectifs et conditions d’incubation pour recherche des germes de

contamination dans les ferments lactiques lyophilisés

Germes Milieu de culture utilisé Conditions d’incubation
recherchés Température Temps
Coliformes BLBVB liquide 37°C 24 a 48 heures

totaux - Bouillon VBL + cloche de Durham | 44°C 24 heures
- Eau peptonée exempte d’indole
Streptocoques | - Bouillon Rothe 37°C 24 a 48 heures
fécaux - Bouillon Eva Litskey 37°C 24 heures
Levures et OGA 30°C 5 jours
moisissures
Staphylocoques | Gélose Chapman 37°C 24 heures
Salmonelles | - Eau peptonée tamponnée 37°C 16 a 20 heures
] ]é‘;l;lsl:rﬁzggéﬁe cystine 37°C et 43°C | 24 heures
- Gélose SS 37°C 24 heures
37°C 24 a 48 heures

11.1.4.1. Coliformes
La recherche des coliformes dans les laits fermentés se fait en milieu liquide par technique du

Nombre le Plus Probable (NPP) a 1’aide du Bouillon lactosé bilié au vert brillant (BLVBL) réparti a
raison de 10 ml par tubes munis d’une cloche de Durham. La technique en milieu liquide (Arrété du
24 mai 2004 publié dans le JORA n° 43 du 4 juillet 2004) fait appel a deux tests consécutifs a
savoir:

- Le test de présomption : réservé a la recherche des Coliformes totaux ;

- Le test de confirmation : appelé encore test de Mac Kenzie et réservé a la recherche des

Coliformes fécaux a partir des tubes positifs de test de présomption.
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Le gaz éventuellement présent dans les cloches de Durham doit étre chassé et le milieu et
I’inoculum sont bien mélangés avant incubation. Les tubes du bouillon BLVBL trouvés positifs lors du
dénombrement des coliformes totaux feront 1’objet d’un repiquage a la fois dans:

- Un tube de VBL muni d’une cloche et,
- Un tube d’eau peptonée exempte d’indole (Arrété du 24 mai 2004 publié dans le
JORA n° 43 du 4 juillet 2004).

Ont été considérés comme positifs les tubes présentant a la fois :
- Un dégagement gazeux (supérieur au 1/10 de la hauteur de la cloche) ;
- Un trouble microbien accompagné d’un virage du milieu au jaune (ce qui constitue le

témoin de la fermentation du lactose présent dans le milieu).

Nous avons effectu¢ la lecture finale selon les prescriptions de la table de Mac Grady (Annexe 5).

11.1.4.2. Streptocoques fécaux
Dans les laits et produits laitiers, les Streptocoques du groupe D ou Streptocoques fécaux sont
recherchés et dénombrés en milieu liquide par technique du NPP. La technique en milieu liquide fait
appel a deux tests consécutifs a savoir :
- Le test de présomption : réservé a la recherche des Streptocoques sur milieu de Rothe ;
- Le test de confirmation : réservé a la confirmation proprement dite sur milieu Eva

Litsky des tubes trouvés positifs au niveau des tests de présomption.

Chaque tube Rothe trouvé positif lors du test de présomption (présentant un trouble microbien)
fera 1’objet d’un repiquage dans un tube de milieu Eva Litsky (Lebres ef al, 2002). Dans le test
confirmatif, nous avons considéré comme positifs, les tubes présentant a la fois :

- Un trouble microbien et ;

- Une pastille blanchatre ou violette au fond du tube.

La lecture finale s’effectue également selon les prescriptions de la table de Mac Grady en

tenant compte uniquement des tubes d’Eva Litsky positifs.
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11.1.4.3. Salmonelles
La méthode utilisée pour la recherche des Salmonelles est décrite dans I’ Arrété du 23 janvier

2005 publi¢ dans le JORA n° 42 du 15 juin 2005.

Jour 1 : Pré-enrichissement
25 ml de ferment revivifié a analyser sont introduits dans un flacon contenant 225 ml d’eau
peptonée tamponnée préalablement stérilisé. La préparation est homogénéisée sur vortex et incubée a

37°C pendant 16 a 20 heures.

Jour 2 : Enrichissement
L’enrichissement proprement dit, se fait a partir du milieu de pré-enrichissement en
introduisant 10 ml en double dans des flacons de sélénite cystéiné (I’incubation se fait a 37°C et a

43°C).

Jour 3 : Isolement
Chaque flacon fera I’objet d’un isolement sur deux milieux gélosés différents a savoir : milieu

gélosé Hektoen et Gélose SS.

Jour 4 : Lecture des boites et identification
Cinq colonies caractéristiques et distinctes feront 1’objet d’une identification morphologique et

biochimique.

11.1.4.4. Levures et moisissures

A partir des dilutions décimales, 107 & 107, quatre gouttes sont portées aseptiquement dans une
boite de Pétri contenant de la gélose glucosée a I’oxytétracycline (OGA). Les gouttes sont étalées a
I’aide d’un rateau stérile, puis incubées. Dans le souci de ne pas se trouver en face de boites envahies
soit par les levures soit par les moisissures, des lectures et des dénombrements sont réalisés tous les

jours, levures a part et moisissures a part.

L’opération a été exécutée de la méme facon et dans les mémes conditions, avec le méme
diluant, c'est-a-dire prendre quatre gouttes du diluant, les étaler avec un rateau a part et les incuber

dans le méme endroit que les boites tests, cette boite constitue le témoin diluant.

Une boite du milieu utilisé a été incubée telle quelle, dans le méme endroit et dans les mémes

conditions de température, elle constitue le témoin du milieu (Lebres ez al., 2002).
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11.1.4.5. Staphylocoques a catalase positive
La recherche de Staphylococcus aureus est réalisée sur milieu de Chapman. Les boites sont

incubées a 37°C pendant 48 heures (Lebres et al., 2002).

11.1.4.6. Bactéries non lactiques
La flore cultivable est recherchée et dénombrée sur gélose PCA par ensemencement en masse
des dilutions 107, 107 et 10>, Les boites sont incubées & 30°C, trois lectures sont effectuées a 24, 48 et

72 heures (Lebres et al., 2002).

I1.2. Caractérisation des ferments commerciaux
I1.2.1. Revivification

Nous avons incorporé les ferments lactiques lyophilisés a raison de 1% dans des tubes a essais
stériles contenant du lait UHT écrémé (0% matiére grasse) additionné de 10g/1 d’extrait de levure et de
20 g/1 de glucose (Gianni de Carvalho et al., 2009). Le mélange du lait UHT, de glucose et d’extrait
de levure est stérilisé a 120°C pendant 15 minutes dans I’autoclave avant incorporation des ferments.

Ces tubes seront incubés apres inoculation jusqu’a coagulation du lait (a 37°C pendant 24 heures).

Aprés revivification des ferments lyophilisés, un ensemble de dilutions (10 - 107) est préparé
dans de I’eau peptonée tamponnée afin d’obtenir une meilleure culture non encombrée sur milieux
gélosés, ce qui permettra par la suite un bon isolement des différentes souches a partir des cultures

mixtes.

I1.2.2. Isolement et purification sur milieux solides

Des boites de Pétri contenant les géloses MRS pour les lactobacilles et 1’agar M17 pour les
coques lactiques, sont ensemencées par étalement a 1’aide d’un rateau stérile de 1 ml de dilution
désirée (10 a 107). L’incubation des boites contenant les géloses M17 et MRS est réalisée 4 une
température de 37°C pour les ferments du yaourt et a 30°C pour les ferments du fromage. Pour les
ferments du yaourt, le pH du milieu MRS a été ajusté a 5,4 pour favoriser la multiplication des
lactobacilles. L’incubation est réalisée pendant 24 et 48 heures pour les lactocoques et pendant 48 a 72
heures pour les lactobacilles. On obtient des colonies distinctes qui vont servir par la suite a effectuer

les différentes étapes d’isolement et de repiquage des souches lactiques afin de les identifier.

La purification des souches isolées est réalisée par repiquages successifs sur milieux sélectifs.
Nous avons utilisé une loupe binoculaire pour inspecter et décrire 1’aspect exact des colonies sur les

milieux de culture ainsi qu’un microscope optique pour vérifier la pureté des souches. La pureté des
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souches est révélée par des colonies homogenes ayant le méme aspect extérieur (couleur, taille et

forme) (Guiraud, 2003).

I1.2.3. Préservation des échantillons a basse température

Apres avoir isolé et purifié les bactéries lactiques a partir de 1’échantillon des mélanges non
caractérisés de ferments lyophilisés, nous avons entrepris de les préserver de toute condition
dénaturante et de les garder en bon état afin de garantir une viabilit¢ maximale des cellules pour toute

utilisation ultérieure. Nous avons utilisé les méthodes de conservation suivantes :

11.2.3.1. Par réfrigération
La conservation a court terme des souches pures a été réalisée sur milieu solide incliné. Apres
croissance a la température optimale, les cultures sont maintenues a 4°C et le renouvellement des

souches se fait par repiquage toutes les 4 semaines (Guiraud, 2003).

11.2.3.2. Par congélation

La conservation a long terme des isolats purifiés est réalisée a une température de -20°C dans
un milieu contenant 70% de lait écrémé (enrichi par 0,05 % d’extrait de levure et 0,05 % de glucose) et
30% de glycérol. Le milieu est stérilisé au préalable par autoclavage pour 15 minutes a 121°C

(Guiraud, 2003).

11.2.4. Détermination de la morphologie

Afin de vérifier les caracteres morphologiques de nos souches (Gram, type d’association), nous
avons effectu¢ une étude macroscopique et microscopique avec coloration de Gram. Afin de
déterminer leurs caractéres culturaux (couleur, disposition, forme et aspect), les colonies obtenues sont
observées a la loupe binoculaire. L’observation macroscopique est réalisée dans le but d'observer la
disposition, la couleur et I'aspect des colonies sur boites de Pétri (Guiraud, 2003). Apres la coloration

de Gram, les cellules sont examinées au microscope optique (x100).

I1.2.5. Détermination des caractéres physiologiques

Nous avons réalisé une caractérisation physiologique des souches par le biais de trois tests : (i)
la mise en évidence de 1’enzyme catalase, (ii) la croissance des souches dans des conditions hostiles et
(ii1) le développement des colonies a différentes températures. Tous les tests sont réalisés sur des
cultures rajeunies préparées a partir des souches conservées a basse température sur gélose inclinée

(voir section 11.2.3) comme suit :
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- Une culture sur bouillon MRS pour les lactobacilles ou M17 pour les lactocoques est
préparée en prélevant, a I’aide d’une anse de platine stérile, quelques colonies ;
- Ces colonies sont ensuite incorporées dans le tube contenant un des bouillons MRS ou

M17 préalablement stérilisés et incubées a 37°C pendant 24 a 48 heures.

11.2.5.1. Production de catalase

L’activité catalytique permet la dégradation de I’eau oxygénée en oxygene et en eau. Elle est
mise en évidence en émulsionnant une a deux colonies de 1’isolat de la souche a tester dans une
solution fraiche d’eau oxygénée a 10 volumes. Un dégagement gazeux abondant sous forme de
mousse, traduit la décomposition de 1’eau oxygénée sous 1’action de ’enzyme a tester (Guiraud,

2003).

11.2.5.2. Test de croissance dans les conditions hostiles

Pour réaliser ce test, nous avons préparé deux milieux hypersalés de NaCl : 4% et 6,5%. Apres
ensemencement de ces deux milieux par la souche a tester et incubation a 37°C pour 24 heures, la
croissance est appréciée par apparition d’un trouble dans les tubes de culture microbienne (Hariri et

al., 2009 ; Guiraud, 2003).

11.2.5.3. Test de croissance a différentes températures

Ce test permet de distinguer les bactéries lactiques mésophiles et les bactéries lactiques
thermophiles. Le test est réalisé sur milieux M17 et MRS liquides a différentes températures 10°C et
40°C pendant 24 a 48 heures. Au bout de ce délai, la croissance est appréciée par 1’examen des
milieux, la croissance cellulaire est appréciée par la présence d’un trouble en bas du tube (Hariri et al.,

2009).

I1.2.6. Tests de caractérisation biochimique

Nous avons réalisés une caractérisation biochimique des souches par le biais des cinq tests
suivants : (i) test de connaissance du type fermentaire, (ii) test d’utilisation des sucres sur milieu TSI,
(111) test Mannitol-Mobilité, (iv) production d’indole et (v) test d’utilisation de différentes sources de

carbone sur milieu liquide.

11.2.6.1. Test de connaissance du type fermentaire
Ce test permet de préciser le type de métabolisme fermentaire réalisé par le micro-organisme

pour transformer le substrat carboné, il consiste a mettre en évidence la formation de gaz (CO,). De
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jeunes souches préalablement préparées (voir section II.2.5) sont ensemencées dans des tubes
contenant du bouillon MRS ou M17, avec une cloche de Durham. Aprés incubation a 37°C pendant
24-48heures, la présence ou 1’absence du gaz dans la cloche indique le type fermentaire (Hariri et al.,

2009).

11.2.6.2. Test d’utilisation des sucres sur milieu Triple Sugar Iron (TSI)
La fermentation du glucose avec production d’acide, 1’oxydation du saccharose et/ou du

lactose, la libération d’H,S et de CO, sont appréciées sur le milieu TSI (Giraud, 2003).

11.2.6.3. Test Mannitol-Mobilité
La mobilit¢ des souches ainsi que la fermentation du mannitol sont étudiées sur le milieu
Mannitol-Mobilité. La fermentation du mannitol est traduite par un virage au jaune du milieu de

culture (Giraud, 2003).

11.2.6.4. Production d’indole

La production d’indole est recherchée sur une culture dans de I’eau peptonée exempte d’indole,
apres une incubation a 30°C pendant 48 heures. Quelques gouttes du réactif de Kovacs sont ajoutées.
La production d’indole dans ce milieu se traduit par ’apparition d’un halo rouge persistant quelques

minutes (Giraud, 2003).

11.2.6.5. Fermentation des sucres
Les bactéries lactiques dégradent différemment les sources de carbone. L’¢tude de la
fermentation des sucres est réalisée sur le milieu spécifique a chaque genre, additionné d’un indicateur

de pH (Bekhouche et Boulahrouf, 2005).

La caractérisation biochimique est réalisée en tube contenant 10 ml du bouillon M17 ou
bouillon MRS additionnés du pourpre de bromocrésol (0,16 g/l) et chaque fois d’un type de sucre
différent. Cette préparation est stérilisée dans 1’autoclave avant I’introduction de 1’inoculum. Apres
incubation a 37°C pendant 24 a 48 heures, le virage du milieu du violet au jaune indique la

fermentation du sucre (Hariri et al., 2009).

Les sucres que nous avons testés sont : Glucose, Galactose, Fructose, Saccharose, Lactose,
Maltose, Melibiose, Mannitol. Nous avons effectué 1’identification des souches en nous référant au

manuel de Bergey (De Vos et al., 2009).
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I1.3. Analyse de la susceptibilité des ferments lactiques aux antibiotiques

Cette approche est réalisée afin de vérifier 1’aptitude des ferments a croitre en présence
d’antibiotiques afin de mieux apprécier le risque de transfert horizontal des geénes de résistance aux
antibiotiques a partir de ces ferments vers la flore digestive humaine. Bien que la résistance aux
antibiotiques soit pergue comme étant un critére de qualité technologique des ferments lactiques
industriels, le risque de transfert des génes de résistance a la flore digestive humaine représente un

danger potentiel pour la santé humaine.

11.3.1. Méthode de sélection des antibiotiques testés

La consultation de la littérature scientifique nous a permis d’établir une liste préliminaire des
antibiotiques les plus spécifiques aux ferments lactiques. Nous avons ensuite affiné cette liste en
réalisant une enquéte ciblant sept vétérinaires algériens et ce afin de définir les antibiotiques les plus
couramment prescrits en Algérie pour traiter les vaches laitieres. Enfin, nous avons procédé a la
sélection des antibiotiques a utiliser dans notre étude en nous basant principalement sur la solubilité
des antibiotiques. Ce critére est important pour des raisons pratiques puisque certains antibiotiques ne

sont pas solubles dans le lait.

11.3.2. Détermination des concentrations des antibiotiques a utiliser
Nous avons consulté plusieurs articles pour définir la gamme préliminaire a tester pour chaque

antibiotique (d'Aimmo et al., 2007; Sozzi et Smiley, 1980; Stoltz et Hankinson, 1952). Les
différentes étapes de préparation des dilutions d’antibiotiques sont illustrées dans la Figure 10. Les
gammes de concentrations utilisées dans cette étude sont :

o Pen&Strep:0,01;0,1;0,5;1et5 pg/mldelait UH.T

o  Sulfaprime S : 200 ; 250 ; 300 et 350 pg/ml de lait U.H.T

o  Ampicilline : 0,01 ; 0,1 et 0,5 pg/ml de lait UH.T
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Antibiotique a tester
Préparation des / l l \

dilutions d’ATB**

Lait UH.T Lait UH.T Lait UH.T Lait UH.T
Co* ATB C* ATB C, ATB C; ATB
Inoculation d’un des
ferments analysés +
.o
Incubation d 42°C To T TTL LT TTLT T T TTLTTTs TN LT T
Mesure de la v 4 v
dkkk .« ey . ’ ’ , Lo
D.O. a 600 nm Un des différents volumes aliquotes préparés est prélevé a chaque

intervalle de temps prédéfini pour chaque dilution d’antibiotique testée.

Figure 10 : Méthode utilisée pour tester la susceptibilité des ferments lactiques aux différents

antibiotiques testés.

Cy* Témoin exempt d’antibiotique, C;* Concentration donnée de 1’antibiotique a tester.
ATB** Antibiotique testé.

D.O*** Densité optique.

T,=0:00H, T,=2:00H,T,=3:00H,7;=3 :30H,7,=4 :30H, T5=>5 :30H.

11.3.3. Description des tests réalisés

La méthode que nous avons utilisée est basée sur la Directive européenne : CVMP (2000) et
la méthode réalisée par Stoltz et Hankinson (1952). Nous avons utilisé¢ du lait écrémé UHT (0%
maticre grasse) maintenu a 20°C. Apres inoculation avec les ferments analysés a raison de 2%
(Ministére du commerce, 2005), nous avons homogénéisé les €chantillons par agitation du lait
inoculé par les ferments en forme huit. Nous avons essayé de limiter au maximum la formation de
mousse (risque d’affecter la viabilité des cellules) en évitant une forte agitation. L’incubation des
cultures est réalisée dans un bain thermostaté a une température comprise entre 42°C et 44°C pour les
ferments du yaourt et a 30°C pour les ferments du fromage. Ces températures favorisent la

multiplication des bactéries lactiques.

Nous avons réalis¢ plusieurs séries d’essai correspondant aux échantillons témoins n’ayant pas
recu d’antibiotiques et les échantillons ayant recu des concentrations croissantes des trois antibiotiques
testés. Afin de minimiser I’interférence avec les résultats pouvant provenir des prises d’essai a
différents intervalles de temps, nous avons réparti les lots initiaux de laits inoculés en cinq lots
correspondant aux nombre d’intervalles de temps utilisés dans cette étude. Les ensemencements

initiaux ont été effectués a Ty. Les intervalles de temps utilisés sont 2 heures ; 3 heures ; 3,5 heures ;
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4,5 heures et 5,5 heures apres 1’ensemencement et 1I’incubation a Ty. Les parameétres suivis sont le pH
et la biomasse cellulaire (représentée par la densité optique a 600 nm). Nous avons également observé

I’aspect et la consistance de la culture a chaque intervalle de temps.

11.3.2.1. Suivi du pH (profil d’acidification)

Le pH est mesuré¢ a I’aide d’un pH meétre. La lecture du résultat est indépendamment répétée
deux fois en présence d’antibiotiques et trois fois pour les témoins. La mesure du pH est réalisée dans
un triple objectif :

1. Le pH est un indicateur de performance de la souche étudiée, il renseigne sur la quantité

d’acide lactique produite par la souche et donc la qualité du produit final ;

2. C’est un critére reconnu pour le contrdole de la qualité des produits laitiers selon 1’acidité

finale recommandée par la 1égislation de chaque pays;

3. Le profil d’acidification dépend de la composition du ferment lactique utilisé et notamment

le rapport entre les fractions des différentes souches dans un mélange donné.

11.3.2.2. Suivi de la cinétique de fermentation

La densité optique a 600 nm est mesurée par le biais d’un spectrophotomeétre visible UV a
chaque intervalle de temps précédemment défini en 1’absence (témoin) et en présence de différentes
concentrations d’antibiotiques (Directive européenne: CVMP, 2000). La lecture de la densité
optique est effectuée pour chaque tube de culture contre le blanc adéquat (lait UHT écrémé non
ensemencé par les ferments lactiques). La valeur limite de linéarité de la densité optique est d’environ
0,6 (IDF 223, 2010).

Nous avons calculé le ratio de la croissance en présence des antibiotiques par rapport a la

croissance du témoin (en absence des antibiotiques) en utilisant 1’équation 2 :

Ratio de croissance (%) = (D.O. échantillon / D.O. témoin) x 100 Equation 2

Cette valeur est exprimée en pourcentage de densité optique par rapport a la référence
(Thirabunyanon et al., 2009) et représente la susceptibilité des différents ferments lactiques aux

antibiotiques testés.

I1.3.4. Dénombrement des populations bactériennes au terme de la fermentation
Nous avons dénombr¢ les bactéries présentes dans le témoin (en 1’absence des antibiotiques) au
terme de la fermentation ainsi que dans les différents intervalles de temps de notre étude (excepté pour

I’intervalle T; en raison de I’impossibilité de I’achévement du dénombrement pendant les 30 minutes
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qui séparent T3 et T4). Nous nous sommes contentés de dénombrer les ferments Lyofast Y 456 B et
YC-180 Yo-Flex® en raison de I’insuffisance des quantités de ferments du fromage procurés pour

réaliser ce dénombrement.

Le dénombrement est effectué sur géloses M17 et MRS acidifié¢ a pH 5,4 (Tableau 18). Apres
ensemencement en masse pour les deux milieux de culture, trois dilutions sont testées pour chaque
ferment a chaque intervalle de temps. Le diluant utilisé est I’eau peptonée tamponnée. Le contenu du
tube (lait UHT inoculé de ferments lactiques) est agité¢ vigoureusement avant le prélévement de 1 ml
pour préparer la dilution 107 et ainsi de suite pour le reste des dilutions & préparer. Les boites de Pétri
contenant entre 25 et 250 colonies lenticulaires sont énumérées (Chougrani ez al, 2008). Chaque
expérience est indépendamment répétée deux fois. La moyenne arithmétique des deux lectures des

boites de Pétri est calculée pour chaque dilution.

Tableau 18 : Conditions expérimentales pour le dénombrement de la flore lactique a différents
intervalles de temps au cours de lacidification du lait par les ferments du yaourt

Bactérie lactique Milieu de culture Dilutions testées Conditions d’incubation
Streptococcus M17 10°,10% et 107 37°C pendant 24 a 48h
thermophilus

Lactobacillus MRS acidifié 3 pH|10°, 10%et 107 37°C pendant 48 a 72h
bulgaricus 5,4

Le Log UFC/ml des colonies dénombrées (n) dans une boite de Pétri ensemencée par une

dilution dénombrable 10™ (25 < n < 250) est calculé selon 1’équation 3:

Log UFC/ml = Log (n x 1/10™) = Log Cyrc/m Equation 3

Les résultats sont exprimés aprés observation des aspects des colonies (Lactocoques et

Lactobacilles).

I1.4. Etude Delphi des perspectives de développement de ferments lactiques autochtones
Les objectifs de cette étude sont de :
- Définir le contexte actuel de I'utilisation des ferments commerciaux dans 1’industrie laitiére

algérienne et ;
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- Explorer les contraintes et limitations qui font face a la valorisation des résultats de recherche
obtenus par différents chercheurs spécialistes dans le domaine des bactéries lactiques isolées de

la flore microbienne autochtone, afin de fabriquer des ferments commerciaux algériens.

Nous avons préparé deux questionnaires différents : le premier destiné a des entreprises de
transformation laitiére et le deuxieme destiné a un panel de chercheurs algériens spécialistes dans le

domaine des bactéries lactiques.

11.4.1. Méthode Delphi

Pour cette ¢tude, nous avons utilisé la méthode Delphi en consultant un panel d’experts
scientifiques et industriels. Cette méthode a été utilisée dans plusieurs contextes nécessitant la
suscitation des opinions d'experts (Grundy et Ghazi, 2009). Notre objectif a travers cette étude était
de mettre en évidence les convergences d’opinons afin de dégager des consensus grace a
I’interrogation d’un groupe d’industriels et d’experts dans plusieurs domaines de recherche relatifs aux

bactéries lactiques a I’aide de questionnaires.

I1.4.2. Approche de sélection des répondants

La méthode d’échantillonnage (choix des répondants) constitue un facteur important par
rapport a la qualit¢ des résultats recueillis par le biais dune enquéte Delphi. La technique
d'échantillonnage non probabiliste (c.-a-d. 1'échantillonnage par critére) est généralement acceptée
comme appropriée dans les études Delphi étant donné que l'opinion d'experts est sollicitée (Powell,

2003).

Nous avons contacté dix entreprises spécialisées dans la transformation laitiére réparties dans la
région Est et Centre du territoire algérien. Les coordonnées de ces entreprises ont été obtenues par le
biais des renseignements marqués sur I’emballage de leurs produits disponibles sur le marché national
et la consultation de leurs sites Web. Pour ce qui est des chercheurs spécialistes dans le domaine des
bactéries lactiques, nous avons effectué une recherche bibliographique en utilisant les mots clés
suivants : bactéries lactiques Algérie, ferments lactiques Algérie, industrie laitiere Algérie, filiere lait
Algérie. Nous avons effectué une recherche également au niveau des sites des universités dont
faisaient part les experts identifiés et ce afin de trouver des informations concernant leurs travaux de
recherche. Nous avons ainsi réussi a identifier neuf chercheurs dans différentes universités algériennes
ayant publié dans le domaine. Nous avons également sollicité¢ des enseignants ayant contribué a la

formation Magister en « Biotechnologie Alimentaire » (INATAA, promotion 2010 —2012).
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11.4.3. Description des questionnaires
11.4.3.1. Questionnaire destiné aux unités de production
Le questionnaire que nous avons utilisé est présenté dans I’ Annexe 6. Ce questionnaire contient
21 questions partagées entre quatre sections comme suit :
- Six questions générales a propos de I’unité de production ;
- Neuf questions sur I’utilisation des ferments lactiques dans I’industrie laitiére locale ;
- Deux questions ouvertes sur les enjeux et défis de I’industrie laitiere en Algérie, et

- Quatre questions relatives aux perspectives de développement de nouveaux produits laitiers.

Le contact direct avec les spécialistes du terrain nous a permis aussi bien de trouver des
réponses aux questions posées dans le questionnaire ainsi que de mieux apprécier leur quotidien et

recenser leurs perceptions par rapport aux contraintes et défis liés a la filiére.

11.4.3.2. Questionnaire destiné aux chercheurs/experts dans le domaine des bactéries lactiques

Le questionnaire destiné aux chercheurs algériens dans le domaine des bactéries lactiques est
présenté dans 1’Annexe 6. Ce questionnaire contient exclusivement des questions ouvertes afin
d’encourager les répondants a s’exprimer librement sur les aspects qui leur semblent les plus
importants. Une introduction du questionnaire destiné aux experts contenait une présentation de la

population visée par ce questionnaire ainsi qu une bréve explication de 1’objectif visé.

Ce questionnaire comprend trois sections différentes :

- La premiére section contient des informations générales sur le répondant ;

- La deuxieme section contient cinq questions ouvertes sur les enjeux et défis de
I’industrie laitiere en Algérie (I’industrie laitiére locale, les aliments fermentés et les
ferments lactiques) ;

- La troisieme section (facultative) invite les répondants a évaluer le questionnaire et

suggérer des propositions pour son amé¢lioration.

I1.4.4. Administration du questionnaire et recueil de données

Nous avons diffusé le questionnaire destiné aux chercheurs par courriel. Par contre, le
questionnaire destiné aux entreprises fut communiqué en personne par 1’auteur en interviewant un des
responsables dans la chaine de production et parfois plusieurs au sein de la méme unité (notamment
chef de production, responsable qualité, responsable collecte ou approvisionnement, directeur

technique ou encore chef de laboratoire de I'unit¢ de production laiticre). Le plus souvent, le
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questionnaire fut rempli lors d’une visite de 1’unité de production. Cependant, en raison des difficultés
d’acces a certaines entreprises, nous étions contraints parfois d’envoyer le questionnaire par courriel
ou Fax, accompagné d’une lettre et/ou d’'une communication téléphonique expliquant 1’objectif. Cette
démarche était nécessaire afin de faciliter le déroulement de 1’enquéte avec les industriels qui ne sont

pas habitués a de telles enquétes.

I1.4.5. Traitement des informations

Nous avons analysé les réponses recueillies dans les questionnaires en essayant de dégager les
concepts principaux qui se répétent (questions ouvertes). Nous avons utilisé des cartes heuristiques
pour représenter les informations recueillies dans I’enquéte et faire ressortir les liens entre les
différentes idées exprimées par les répondants des deux groupes (chercheurs et industriels). Une carte
heuristique (ou carte conceptuelle) est un moyen utile pour visualiser les relations entre plusieurs
¢léments a travers une représentation arborescente des données. La fréquence d’un concept étant liée a
sa signification (Grundy et Ghazi, 2009), I’analyse des questions a choix multiples est réalisée en

choisissant les réponses les plus fréquemment citées par les experts consultés.
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I) RESULTATS
I.1. Controle de la qualité microbiologique des ferments lactiques
L.1.1. Recherche et dénombrement des Coliformes
Aucun des échantillons des ferments lactiques étudiés n’a présenté un résultat positif. Ce

résultat indique que les ferments étudié€s sont exempts de coliformes.

1.1.2. Recherche et dénombrement des Streptocoques fécaux
Les résultats de la recherche et dénombrement des Streptocoques fécaux sont présentés dans le

Tableau 19.

Tableau 19 : Dénombrement des Streptocoques fécaux sur milieu Rothe liquide par méthode NPP
dans les différents types de ferments étudiés.

Ferments lactiques | Fabricant | Dilution | Test présomptif | Test confirmatif
Lyofast Y 456 B Sacco 10° 3 3
107 3 2
107 2 2
YC-180 Yo-Flex® | Hansen 107" 3 0
107 0 0
107 0 0
CHN-11 Hansen 107 2 0
107 0 0
107 0 0
SALSA 1 Hansen 107 0 0
107 0 0
107 0 0
ALPHA 10 Coquard 10°! 3 0
107 3 0
107 0 0

Nous avons constaté que la majorité des ferments analysés ne présentent aucun résultat positif
de présence de Streptocoques fécaux mis a part le ferment Lyofast Y 456 B (Sacco). La lecture sur la

table de Mac Grady donne un NPP de 20 entérocoques pour 10 g de produit analysé.
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I.1.3. Recherche des Salmonelles
Aucun résultat positif de présence de salmonelles n’a été trouvé pour I’ensemble des ferments

analysés.

1.1.4. Recherche et dénombrement des levures et moisissures

Nous avons remarqué ’absence totale des champignons microscopiques dans les échantillons
de ferments YC-180Yo-Flex® et SALSA 1 (Chr. Hansen). Pour les ferments Lyofast Y 456 B (Sacco),
CHN-11 (Chr. Hansen) et ALPHA 10 (Coquard), le nombre de levures et/ou moisissures constaté

n’était pas statistiquement significatif.

1.1.5. Recherche et dénombrement de la FTAM
Le Tableau 20 représente les résultats du dénombrement de la flore totale aérobie mésophile
dans les différents échantillons de ferments réhydratés analysés (voir Matériel et méthodes, section

IL1.1).

Tableau 20 : Dénombrement de la FTAM dans les différents échantillons de ferments réhydratés

analysés.
Ferments Lyofast Y 456 B | YC-180 - Yo-Flex® CHN-11 SALSA1 | ALPHA 10
Moyenne 1,5x 10° 9.4x 10° NS 377x10° | 9,7x 10°
(germes / g)

1.1.6. Recherche et dénombrement des Staphylocoques
Aucun résultats positif n’a été détecté. Les résultats du dénombrement des différents germes de
contamination dans les échantillons de ferments lactiques analysés sont présentés dans le Tableau 21.

Tableau 21 : Moyennes des germes isolés et dénombrés dans les différents ferments étudiés.

Moyenne (UFC/g)
Ferments analysés CT* EC* ST* SA* LM* FTAM*
L M
Lyofast Y 456 B ABS** 20 | ABS | ABS | ABS | NS** 1,5x10°
YC-180 - Yo-Flex® ABS ABS | ABS | ABS | ABS | ABS 9.4 x10°
CHN-11 ABS ABS | ABS | ABS | NS NS NS

SALSA 1 ABS ABS | ABS | ABS | ABS | ABS 3,77 x10°
ALPHA 10 ABS ABS | ABS | ABS |NS NS 9,7 x10°

*Coliformes totaux (CT), Entérocoques (EC), Staphylocoques (ST), Salmonelle (SA), Levures et moisissures (LM), Flore
totale aérobie mésophile (FTAM).
** (ABS) absence, (NS) Non significatif.
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I.2. Caractérisation des ferments commerciaux
Nous avons analysé les ferments Lyofast Y 456 B (Sacco), YC-180 Yo-Flex®, CHN-11,
SALSA 1 (Chr. Hansen) et ALPHA 10 (Coquard) afin de connaitre les genres bactériens qui les

composent et la confirmation de la composition des ferments indiqués sur les fiches techniques des

ferments par leurs fabricants. Cette caractérisation représente une étape préliminaire essentielle

précédent I’analyse moléculaire.

L.2.1. Caractéres morphologiques

Le Tableau 22 décrit I’aspect macroscopique des colonies des différentes souches isolées.

Tableau 22: Caracteéres culturaux des colonies des différentes souches purifiées a partir des

mélanges des ferments non caractérisés

Ferment Souche Caracteéres culturaux
LS1 Colonies lenticulaires blanches de 1 a 2 mm de diameétre, de surface lisse et de
contour régulier.
LS2 Colonies circulaires, de couleur blanche, allant del a 4mm de diamétre, de
YC-180 Yo- surface lisse plus ou moins bombées et de contour régulier.
Flex® LH1 Colonies lenticulaires blanches de 1 a 2 mm de diamétre, de surface lisse et de
contour régulier.
LH2 Colonies circulaires, de couleur blanche, allant del a 4mm de diamétre, de
surface lisse plus ou moins bombées et de contour régulier.
LX Colonies visqueuses jaunes qui tournent vers [’oranger apres réfrigération,
SALSA 1 f:entre .bombée, de grande taille avec un diameétre Smm, contour '01.1du1é
irrégulier. Présence de quelques colonies ayant les mémes caractéristiques
mais de couleur blanc lait.
LF1 Colonies circulaires, de petite taille (Imm de diameétre), de couleur blanche,
de surface lisse Iégerement bombées et de contour régulier.
LF2 Colonies blanches circulaires, lisses, de petite taille.
ALPHA 10 - —— - O —
LF3 Colonies lenticulaires, lisses, blanches, petites a contour régulier.
LF4 Colonies de couleur jaune pale, translucides, lisses, convexes et visqueuses,
trop petites. Aprés réfrigération les colonies deviennent blanches.
LM1 Colonies circulaires, de petite taille (Imm de diametre), de couleur blanche,
de surface lisse 1égerement bombées et de contour régulier.
CHN-11 LM2 Colonies blanches circulaires, lisses, de petite taille.
LM3 Colonies lenticulaires, lisses, blanches, petites a contour régulier.
LM4 Colonies de couleur jaune pale, translucides, lisses, convexes et visqueuses,

trop petites. Apres réfrigération les colonies deviennent blanches.

La Figure 11 illustre I’aspect des colonies des différentes souches isolées.
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Ferment Lyofast Y 456 B Souche LM4 isolée du ferment CHN-11
Souche LH1 isolée du ferment YC-180 Yo- Souche LS2 isolée du ferment YC-180 Yo-
Flex® Flex®

Souche LX isolée du ferment SALSA 1

Figure 11 : Aspects macroscopiques des colonies de différentes souches isolées a partir des ferments
Lyofast Y 456 B, YC-180 Yo-Flex®, CHN-11, SALSA 1 et ALPHA 10.
[Photos prises avec un appareil photo numérique Sony Cyber-Shot DSC-510].
Nous avons réalisé trois repiquages successifs afin de veiller a la pureté des souches isolées.

Les cellules étaient examinées sous microscope optique en immersion (x100) pour différencier la

morphologie et la disposition des cellules aprés coloration de Gram (Figure 12).
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Souche LH1 isolée du ferment YC-180 Yo- Souche LS2 isolée du ferment YC-180 Yo-
Flex® Flex®

Souche LM1 isolée du ferment CHN-11 Souche LM2 isolée du ferment CHN-11
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Souche LM3 isolée du ferment CHN-11 Souche LM4 isolée du ferment CHN-11

Souche LX isolée du ferment SALSA 1

Figure 12 : Aspects microscopiques (coloration de Gram et observation a grossissement x100) des
colonies de différentes souches isolées a partir des mélanges non caractérisés représentant les
ferments YC-180 Yo-Flex®, CHN-11 et SALSA 1.

[Photos prises avec un appareil photo numérique Sony Cyber-Shot DSC-510]

Comme le démontre la Figure 12, les bactéries lactiques se différentient par leurs caractéres
morphologiques (coques ou bacilles), par leur taille ainsi que par le type d’agencement des cellules.

Une breve description est présentée dans le Tableau 23.
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Tableau 23 : Description de I’aspect microscopique des différentes souches lactiques purifiées a

partir des mélanges des ferments non caractérisés

Ferment Souche Aspect microscopique
Gram | Forme des cellules Association des cellules
LS1 positif | coques associées en chainettes
YC-180 | LS2 positif | batonnets disposées en courtes chainettes.
Yo-Flex® | LH1 positif | coques associées en chainettes.
LH2 positif | batonnets disposées en courtes chainettes.
SALSA1 | LX positif | coques formant des amas de cellules.
LF1 positif | rondes associées en paires ou en
courtes chainettes.
LF2 positif | rondes associées en paires ou en
courtes chaines.
ALPHA | LF3 positif | rondes associées en paires ou en
10 courtes chaines.
LF4 positif | ayant une forme entre des isolées ou en paires et formant
coques ovoides et des courts aussi de petites chainettes.

batonnets (coccobacilles a
extrémités arrondies).

LM1 positif | rondes associées en paires ou en
courtes chainettes.

LM2 positif | rondes associées en paires ou en
courtes chaines.

LM3 positif | rondes associées en paires ou en

CHN-11 .

courtes chaines.

LM4 positif | ayant une forme entre des isolées ou en paires et formant

coques ovoides et des courts aussi de petites chainettes.

batonnets (coccobacilles a
extrémités arrondies).

1.2.3. Caracteres physiologiques

Toutes les souches lactiques isolées sont & Gram positif et a catalase négative sauf

Sataphylococcus Xylosus.

Figure 13 : Test catalase pour la souche LX.

L’ensemble des caractéres physiologiques étudiés est résumé dans le Tableau 24.

70




Résultats et discussion

Tableau 24 : Récapitulatif des caractéres physiologiques des souches isolées et purifiés a partir des
mélanges des ferments non caractérisés

Ferment | Souche Catalase Croissance a Croissance a Type fermentaire
10°C | 40°C | 4% NaCl | 6,5% NaCl

LS1 - - + - - Homofermentaire
YC-180 LS2 - - + - - Homofermentaire
Yo-Flex® | LH1 - - + - - Homofermentaire
LH2 - - + - - Homofermentaire
SALSA1 | LX + + - + + Hétérofermentaire
LF1 - + - - - Homofermentaire
LF2 - + - + - Homofermentaire
ALPHA 10 LF3 - + - + + Homofermentaire
LF4 - + - - - Hétérofermentaire
LM1 - + - - - Homofermentaire
LM2 - + - + - Homofermentaire
CHN-11 LM3 - + - + + Homofermentaire
LM4 - + - - - Hétérofermentaire

1.2.4. Caractéres biochimiques
Les souches lactiques ¢tudiées sont immobiles et non productrices d’indole. Les profils de

fermentation de sucres sont présentés dans le Tableau 25.

Nous avons comparé I’ensemble des observations recueillies de I’étude des caractéres morphologiques,
physiologiques et biochimiques en nous référant au manuel de Bergey (De Vos et al, 2009), afin
d’¢laborer un bilan des souches dont les caractéristiques sont les plus proches a nos observations. Ce
bilan est présenté dans le Tableau 26. 1l regroupe les souches les plus probables a étre présentes dans
les ferments analysés, cependant la confirmation par les méthodes biochimiques poussés (Galeries AP

50), voire moléculaires (PCR) est nécessaire.
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Tableau 25 : Profils de fermentation des sucres par les souches lactiques purifiées a partir des mélanges des ferments non caractérisés

Ferment Souche Sucres
Glucose | Galactose | Fructose | Saccharose | Lactose | Maltose | Melibiose | Mannitol

LS1 + + + + + - T ~
LS2 + - + - + - - -
YC-180 Yo-Flex® LHI n n n n n - n -
LH2 + - + - + - - -
SALSA 1 LX + + + + + + - +
LF1 + + - - + _ _ _
LF2 + + - - + + - -
ALPHA 10 LE3 n . . g . n g .
LF4 + + - - + - - -
LM1 + + - - + _ _ _
LM2 + + - - + + - -
CHN-11 LM3 n ) : i} _ T i -
LM4 + + - - + - - -

(+) Utilisation du sucre marquée par le virage de couleur du BCP vers le jaune.

(-) Pas de virage : la souche ne fermente pas le sucre indiqué.
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Tableau 26 : Bilan des bactéries lactiques isolées a partir des mélanges des ferments non

caractérisés
Ferment Code Souche présumée
YC-180 Yo-Flex® : Ferment lactique LS1 Sterptococcus salvivarius thermophilus

spécifique pour yaourt (ensemencement LS2 Lactobacillus delbruekii bulgaricus
direct) LHI Sterptococcus salvivarius thermophilus
LH?2 Lactobacillus delbruekii bulgaricus
SALSA 1 : Souche pour affinage et LX Staphylococcus xylosus
aromatisation de fromage
ALPHA 10 : Mélange de cultures LF1 Lactococus lactis cremoris
mésophiles acidifiantes homo et hétéro LF2 Lactococus lactis lactis
fermentaires LF3 Lactococus biovar diacetylactis
LF4 Leuconostoc mesenteroides cremoris
CHN-11 : Culture mixte de ferments LMI1 Lactococus lactis cremoris
lactiques mésophiles aromatiques et LM?2 Lactococus lactis lactis
acidifiants LM3 Lactococus biovar diacetylactis
LM4 Leuconostoc mesenteroides cremoris

1.3. Evaluation de la susceptibilité des ferments lactiques aux antibiotiques

L1.3.1. Performance des ferments en I’absence des antibiotiques

1.3.1.1. Cinétique d’acidification

L’évolution du pH lors de la fermentation du lait inoculé par les différents échantillons de

ferments lactiques analysés est illustrée dans la Figure 14. Il ressort de la Figure 18 que le pH des laits

fermentés par les ferments YC-180 Yo-Flex® (Chr. Hansen) et Lyofast Y 456 B (Sacco) du yaourt

présentent les valeurs les plus basses du pH et a moindre degré pour les ferments du fromage CHN-11

(Chr. Hansen) et ALPHA 10 (Coquard). Par contre, la culture d’affinage du fromage (ferment SALSA

1) contribue a une légere augmentation du pH puisque son réle principal est I’affinage et non la

coagulation qui se réalise principalement par diminution de pH.

73




Résultats et discussion

Figure 14 : Profil d’acidification des ferments lactiques dans des échantillons de laits inoculés a
raison de 2% en ’absence des antibiotiques
1.3.1.2. Cinétique de croissance cellulaire
La cinétique de croissance cellulaire dans des échantillons de lait inoculés par les différents
ferments étudiés (YC-180 - Yo-Flex®, Lyofast Y 456 B, CHN-11 et ALPHA 10) est illustrée dans la
Figure 15.

Figure 15 : Cinétique de croissance cellulaire des ferments lactiques dans des échantillons de laits

inoculés a raison de 2% en I’absence des antibiotiques.
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Bien que les échantillons du lait soient inoculés a raison de 2% pour tous les ferments lactiques
analysés, nous avons remarqué que les points initiaux a T ne coincident pas pour tous les ferments.
Ceci pourrait étre justifié par la variabilit¢ de la texture et la finesse des granules des ferments
lactiques d’une firme a une autre (Annexe 1). Cette variabilité leur conférerait des propriétés optiques
différentes. Les textures des ferments dépendent du procédé technologique de fabrication et
conditionnement des ferments (en particulier le procédé de lyophilisation). Une méme quantité de
ferments ne contient pas le méme nombre de cellules, d’autant plus que la quantité de ferments dans
les échantillons analysés n’est pas exprimée en grammes mais plutot en termes d’Unités d’utilisation
définies par le fabricant. En effet, les ferments YC-180 Yo-Flex® et CHN-11 qui proviennent du
méme fabricant (Chr. Hansen), donnent la méme valeur de la densité optique a 600 nm (voir Figure
15) ce qui indique qu’ils ont la méme quantité initiale de cellules & Ty pour une méme quantité

inoculée.

Il ressort de la Figure 15 qu’au cours du temps de fermentation, il y’a augmentation de la
biomasse des différents ferments étudiés. Nous avons pu suivre 1’évolution de la densité optique
jusqu’a quinze heures de fermentation (voir Annexe 7). Au-dela de ce temps, nous avons constaté que
le nombre de cellules des ferments lactiques est plus important dans les ferments du fromage. Ceci
pourrait indiquer la multiplication continue des espeéces présentes ou éventuellement une

contamination ou un mécanisme que nous n’avons pas identifi¢.

1.3.2. Performance des ferments en présence des antibiotiques
1.3.2.1. Effet des antibiotiques sur la cinétique d’acidification

Les cinétiques d’acidification des laits inoculés par les ferments du yaourt (Lyofast Y 456 B et
YC-180 Yo-Flex®) en présence de concentrations croissantes des antibiotiques Pen&Strep, Sulfaprime

S et Ampicilline sont illustrées dans les Figures16(a) — (c) respectivement.

Il ressort de la Figure 16 que le ferment Lyofast Y 456 B (Sacco) est le plus susceptible aux
antibiotiques testés en comparaison avec le ferment YC-180 Yo-Flex® (Chr. Hansen). En présence des
concentrations maximales testées des antibiotiques considérés, nous avons observé une augmentation
du pH final de 29,3% pour Lyofast Y 456 B et 24,8 % pour YC-180 Yo-Flex® en présence de
Pen&Strep, 35,6 % pour Lyofast Y 456 B et 2,4% pour YC-180 Yo-Flex® en présence de Sulfaprime
S et 19,6% pour Lyofast Y 456 B et 2,6 % YC-180 Yo-Flex® en présence de I’ Ampicilline.
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1.3.2.2. Effet des antibiotiques sur la croissance cellulaire

L’effet de concentrations croissantes des antibiotiques Pen&Strep, Sulfaprime S et Ampicilline
sur la croissance cellulaire des ferments du yaourt (Lyofast Y 456 B etYC-180 - Yo-Flex®) ainsi que
les ferments utilisés pour la fabrication du fromage (ALPHA 10 et CHN-11) est illustré dans les

Figures 17 — 18 respectivement.

Il apparait dans les Figures 17—18 que la présence des antibiotiques entraine un ralentissement
de la croissance cellulaire et une diminution de la biomasse finale atteinte au terme de la fermentation.
Cet effet est proportionnel a la concentration de 1’antibiotique. Nous avons cependant constaté que les
ferments du fromage (ALPHA 10 et CHN-11) exhibent une résistance prononcée envers Sulfaprime S
et ce dans toute la gamme de concentrations testées (voir Figure 18(b)). Cependant, la forme générale
des courbes de croissance indiquent que les cellules gardent une aptitude a croitre méme en présence
des antibiotiques. Il convient de rappeler que les antibiotiques agissent sur la cellule bactérienne
chacun selon son mode d’action. Les valeurs les plus basses de croissance pour les ferments du yaourt
ont été¢ observées avec le ferment Lyofast Y 456 B, et avec CHN-11 pour les ferments du fromage. Le
ferment Lyofast Y 456 B est le ferment le plus susceptible aux antibiotiques dans la gamme des
ferments testés. La densité optique enregistrée en présence de 350 pg/ml de Sulfaprime S est inférieure

a 0,05 et ce apres cing heures et demi de fermentation.

La Figure 19(a) — (b) illustre I’effet de concentrations croissantes des antibiotiques Pen&Strep,
Sulfaprime S et Ampicilline sur la biomasse finale obtenue au terme de la fermentation (apres 5,5
heures d’incubation) et ce pour les deux catégories de ferments analysés : ferments du yaourt (Lyofast
Y 456 B et YC-180 - Yo-Flex®) et ferments utilisés pour la fabrication du fromage (ALPHA 10 et
CHN-11). Les valeurs de croissance sont exprimées en pourcentage des valeurs de croissance

(représentées par la densité optique a 600 nm) obtenues en 1’absence des antibiotiques.

Il ressort de la Figure 19 que pour les ferments du yaourt, le ferment Lyofast Y 456 B est le
plus susceptible aux antibiotiques présentant ainsi le taux de croissance le plus faible par rapport au
ferment YC-180 Yo-Flex® qui a présenté un taux de croissance relativement élevé en présence des

différents antibiotiques testés (valeur maximale de 95,6 % en presence de 350 ug/ml de Sulfaprime S).

Pour les ferments du fromage, nous avons remarqué une croissance similaire des deux ferments
ALPHA 10 et CHN-11 en présence de Pen&Strep et de Sulfaprime S pour toutes les concentrations.
Cependant le ferment le plus résistant est le ferment ALPHA 10 avec une croissance relative de 68,1%

en présence de 200 pg/ml Pen&Strep et de 97,0% en présence de 350 pg/mlde Sulfaprime S.
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Lyofast Y 456 B YC-180 Yo-Flex®

(a) Pen&Strep
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Lyofast Y 456 B YC-180 Yo-Flex®

+ 0 pg/ml
* 200ug/ml
W 250ug/ml
300ug/ml
®350ug/ml

(b) Sulfaprime S
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Lyofast Y 456 B YC-180 Yo-Flex®
+ 0 ug/ml
# 0,01 pg/ml
W0,1 pg/ml
0,5 pg/ml
(c) Ampicilline

Figure 16: Cinétique d’acidification des ferments lactiques du yaourt (LyofastY 456 B et YC-180 Yo-Flex®) en présence de concentrations
croissantes des antibiotiques : (a) Pen&Strep, (b) Sulfaprime S et (c) Ampicilline
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Lyofast Y 456 B YC-180 Yo-Flex®

(a) Pen&Strep
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Lyofast Y 456 B YC-180 Yo-Flex®

+ 0 pg/ml
* 200ug/ml
W 250ug/ml
300ug/ml
®350ug/ml

(b) Sulfaprime S
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Lyofast Y 456 B YC-180 Yo-Flex®

=+ 0 pgfml

0,01 pg/ml

HW0,1pg/ml
0,5 pg/ml

(¢) Ampicilline

Figure 17: Cinétique de croissance cellulaire des ferments lactiques du yaourt (Lyofast Y 456 B et YC-180 Yo-Flex®) en présence de
concentrations croissantes des antibiotiques : (a) Pen&Strep, (b) Sulfaprime S et (c) Ampicilline
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ALPHA 10

()

CHN-11

Pen&Strep

+ 0 pg/ml
#0,1pg/ml
W 1pg/ml
A 10 pgfml
X100 pgiml
@ 200 pg/ml
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ALPHA 10

(b)

CHN-11

Sulfaprime S

+ 0 pg/ml

& 200 ug/ml

W 250pug/ml
300 pg/ml

@ 350ug/ml
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ALPHA 10 CHN-11
+ 0 pg/ml
&1 pg/ml
M2 pg/ml
A S peg/ml
® 10 pg/ml
(c) Ampicilline

Figure 18 : Cinétique de croissance cellulaire des ferments lactiques utilisés pour la fabrication fromageére (ALPHA 10 et CHN-11) en présence de
concentrations croissantes des antibiotiques: (a) Pen&Strep, (b) Sulfaprime S et (c) Ampicilline.
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M Lyofast ¥ 456 B WY C-180 - Yo-Flex®

(@)

BALPHA LD W CHH-11
100
80

60

40 +

Croissance reltive (%)

T T —1

0,1pg/ml  1pg/ml 10pg/ml 100 pg/ml 200 pg/mi
Pen&Strep

(b)

Figure 19: Effet de concentrations croissantes des antibiotiques Pen&Strep, Sulfaprime S et Ampicilline sur la croissance cellulaire des ferments lactiques au terme de la

fermentation (5,5 heures) pour les deux catégories de ferments analysés : (a) ferments du yaourt (Lyofast Y 456 B et YC-180 Yo-Flex®) et (b) ferments du fromage
(ALPHA 10 et CHN-11). Les valeurs de croissance sont exprimées en référence a la croissance en ’absence des antibiotiques (telle que mesurée par la densité optique a
600 nm).
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L.5. Contexte actuel de I’industrie de transformation laitiere : une enquéte Delphi
1.5.1. Description des répondants
Les entreprises ayant contribué a 1’étude se situent dans le Nord-Est algérien (voir Annexe 9.1).
Dix entreprises de transformation laitiere ont participé a ce travail (voir Annexe 9.2). Toutes les
entreprises enquétées disposent :
- D’un ou plusieurs laboratoires dont les principales fonctions sont le contréle physico-
chimique et microbiologique de la matiére premicre, du produit au cours de fabrication et du
produit fini et ;

- Parfois d’un autre laboratoire destiné a poursuivre I’opération du traitement des eaux.

Les chercheurs ayant répondu a notre deuxiéme questionnaire proviennent de sept universités
algériennes (voir Annexe 6). La Figure 20 illustre la composition des experts ayant répandu a 1’enquéte

Delphi.

Chercheurs
41%

Opérateurs
industriels
59%

Figure 20 : Composition des experts ayant répandu a I’enquéte Delphi

La Figure 21 montre la composition des opérateurs industriels selon leur fonction :
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Chef de
laboratoire
23%

Directeur

technique
15% Responsable
collecte
8%

Responsable
de production
23%

Responsable
qualité
31%

Figure 21 : Distribution des opérateurs industriels selon leur fonction

1.5.2. Résultats de ’enquéte Delphi

Depuis une vingtaine d’années, les bactéries lactiques font 1’objet de recherche dans plusieurs

laboratoires de recherche en Algérie. Le Tableau 27 regroupe des exemples des aspects abordés dans

les recherches qui ont été réalisées ou qui sont en cours de réalisation dans les laboratoires nationaux

de recherche sur les bactéries lactiques. Ces informations ont été obtenues par le biais d’une recherche

dans la littérature scientifique actuelle et les sites Web des universités algériennes en plus des

informations qui nous ont ét¢é communiquées par les chercheurs lors de manifestations scientifiques

auxquelles nous avons participé.

Tableau 27 : Principaux aspects abordés par les chercheurs algériens dans le domaine des bactéries
lactiques.

Aspects abordés

Références

Isolement/ identification/ physiologie.

Ecologie des bactéries lactiques/ interactions.
Caracteres technologiques (eg. pouvoir acidifiant,
protéolytique ou pectinolytique, lysotypie,
antibiorésistance, tolérance a NaCl).

Production de bactériocines.

Recherche de souches probiotiques.

Etude de variabilité génétique.

Essai d’¢laboration de ferments mésophiles ou
thermophiles stables et performants.

Constitution de collections de bactéries lactiques.
Essais a I’échelle pilote de fabrications laitiéres
(yaourt, camembert...efc.).

Utilisation des bactéries lactiques comme additifs
dans la ration des animaux d’¢élevage.

Karam H.Z. et Karam N.E. (2006)

Idoui T. (2009)

Bekhouche et Boulahrouf (2005)

Metlef S. et Dilmi Bouras A. (2009)
Allouche F. N., Hellal A., Laraba A., (2010)
Tabak S. et Bensoltane A. (2011)

Ghazi F.Z., Aggad H., Guessas B., Henni D.,
et Kihal M. (2006)

Roud;j S., Belkheir K., Karam H.Z. et Karam
N.E. (2009)

Hadadji M., Benama R., Saidi N., Henni D.E.
et Kihal M. (2005)

Badis A., Laouabdia-Sellami N., Guetarni D.,
Kihal M. et Ouzrout R. (2005)
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1.5.2.1. Etat des lieux de l’industrie laitiére algérienne

Les opinions recueillies des experts (industriels et chercheurs) par rapport au contexte actuel de
I’industrie laitiere sont illustrées par la carte heuristique de la Figure 22(a) — (b). Il ressort de la Figure
22(a) que les opérateurs industriels ont des perceptions plutdt négatives du savoir-faire technique local,
notamment en matiére de technologie de fermentation et le manque d’associations et réseaux
professionnels favorisant le partage des informations et connaissances dans le domaine de la
transformation laitiére. Concernant la disponibilité et la qualité des mati¢res premicres, les opérateurs
industriels ont exprimé des opinions favorables par rapport aux ferments lactiques importés. Par
contre, beaucoup de problémes persistent par rapport au lait frais. Les fluctuations dans la production
et la mauvaise qualité hygiénique sont parmi les principaux problémes cités. Nous avons constaté que
les opérateurs industriels sont conscients du vide juridique en matiére de ferments lactiques. Il leur est
souvent difficile, voire impossible, de déceler les différences en termes de performance entre
différentes marques de ferments. Nous avons également noté que les opérateurs industriels sont

ouverts a la possibilité de développement de nouveaux produits fermentés.

La Figure 22(b) illustre les opinions des chercheurs par rapport au contexte actuel de 1’industrie
laitiere nationale. Les résultats recueillis démontrent que la communauté scientifique, représentée par
I’échantillon des chercheurs ayant répondu a notre questionnaire, déplore principalement le manque de
confiance et de dynamique de collaboration durable entre le secteur industriel et la recherche
scientifique. Plusieurs contraintes structurelles contribuent a cette situation, notamment le cadre
réglementaire rigide ayant trait a la recherche scientifique et le manque d’infrastructures adéquates
pour les essais pilotes et validation de nouveaux ferments. Le manque de représentativit¢ des
scientifiques dans la filiere lait représente une autre cause qui, selon les répondants, tendrait a
défavoriser la communication intersectorielle nécessaire pour 1’élaboration de collaborations
fructueuses et durables. Un autre concept principal qui ressort des résultats recueillis aupreés des
chercheurs est la nécessit¢ de protéger et bien exploiter les ressources locales, notamment la
biodiversit¢ microbienne endémique, et de développer les compétences nationales en matiere de
technologie des fermentations microbiennes afin de réduire la dépendance des mati¢res premicres et

savoir-faire importés et mieux maitriser la chaine de 1’assurance qualité des produits laitiers.
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(@)
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(b)
Clé de la carte : couleur verte = connotation positive ; couleur rouge = connotation négative ; couleur bleue = propositions/ constats
Figure 22 : Carte heuristique représentant les résultats de I’enquéte réalisée aupreés des : (a) opérateurs industriels et (b) chercheurs algériens dans le
domaine des bactéries lactiques. Ces idées représentent les opinions des experts enquétés par rapport au contexte actuel de l’industrie laitiére

nationale.
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1.5.2.2. Contraintes et perspectives pour le développement de ferments lactiques

La Figure 23 illustre, sous forme d’une carte heuristique, les opinions recueillies auprés des
chercheurs ayant répondu a notre questionnaire concernant les risques associés aux ferments lactiques
importés et les perspectives de développement de ferments lactiques locaux. Bien que les industriels se
soient prononcés en faveur des ferments importés en raison de leurs avantages pratiques (voir Figure
22 (a)), les chercheurs ont soulevé plusieurs risques qui y sont associ€s, tels que pergus par la
communauté scientifique. Outre les risques d’ordre économique tels que la dépendance perpétuelle des
importations et le risque des produits frelatés ou contrefaits, les ferments lactiques importés
représentent également un risque pour 1I’environnement et la santé publique. En effet, en I’absence
d’un cadre réglementaire national rigoureux quant a 1’évaluation de leur qualité, ces ferments
pourraient constituer des vecteurs pour I’importation de génes responsables de la résistance a différents

antibiotiques, des organismes génétiquement modifiés et/ ou des phages.

Concernant les perspectives de développement de ferments lactiques locaux, les opinions des
chercheurs sondés convergent sur le fait que le développement de tels produits est tributaire de
plusieurs facteurs dont la disponibilit¢ et la maitrise des outils scientifiques et technologiques de
caractérisation des souches (ex. ¢laboration de cartes génétiques, mise en place de banques de souches
certifiées), la formation de main d’ceuvre compétente notamment dans le domaine des technologies de
fermentation microbienne, la mise en place d’infrastructures appropriées pour la fabrication de
ferments commerciaux (ex. certification GMP), la mise en ceuvre d’outils réglementaires favorisant la
collaboration entre 1’industrie et les scientifiques notamment en matiére de recherche et de

développement.

92



Résultats et discussion

(@)

(b)
Figure 23: Carte heuristique représentant les opinions des chercheurs concernant : (a) les risques associés aux ferments lactiques importés et (b) les
contraintes faisant face au développement de ferments lactiques autochtones.
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1.5.2.3. Opinions sur les ferments lactiques génétiquement modifiés

Les avis des chercheurs interrogés divergent entre deux groupes : le premier groupe a émis des

opinions favorables au développement et utilisation des ferments lactiques génétiquement modifiés

dans I’industrie de transformation laitiére, le deuxiéme groupe a exprimé des réserves quant a cette

éventualité et certains membres de ce groupe I’ont catégoriquement rejetée. Les arguments recueillis

des deux groupes sont résumés dans le Tableau 28.

Tableau 28 : Opinions des chercheurs enquétés sur les ferments lactiques génétiquement modifiés.

Chercheurs pour les ferments génétiquement

Chercheurs contre les ferments

modifiés génétiquement modifiés
Effectif (2/9) (7/9)

- Certains genes codent des caracteres - La stabilité génétique de ce type de
technologiques désirables (ex. acidification, ferments n’est pas assurée (ex. risque de
protéolyse, production de composés mutations, transfert de génes...efc).
aromatiques, polysaccharides et de
bactériocines). Ces modifications - Ce type de ferments pourrait camoufler
permettraient d'obtenir un lait fermenté stable une fraude, par exemple : un ferment
et qui empéche la prolifération des germes comprenant une souche antibiorésistante
indésirables et les germes d'altération. pourra fermenter un lait frelaté stabilisé

d’une éventuelle altération par ajout

- Les ferments génétiquement modifiés d’antibiotiques.

§ pourraient présenter des avantages

5 ¢conomiques (colits moins élevés). - Perspectives commerciales réduites en

3 raison de la méfiance, voire méme le

2 rejet, de cette technologie du point de vue
= des consommateurs qui préférent les

S produits naturels et traditionnels.

£

EJJ - Risque de voir apparaitre des

< bouleversements écologiques de la flore

du tube digestif se traduisant dans un
second temps par des effets nocifs pour
I'héte.

Manque de compétences scientifiques

(ex. expérimentation in vivo) et cadres
réglementaires internationaux pertinents a
I’analyse des risques associés aux
microorganismes génétiquement modifiés
destinés a la consommation humaine.
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IT) DISCUSSION
I1.1.Principaux constats
11.1.1. Qualité microbiologique des ferments analysés

Selon I’ Arrété du 27 mars 2004 publié dans le JORA n° 32 du 23 mai 2004, les organismes de
contamination sont constitués par tout micro-organisme autre que ceux responsables de la
fermentation spécifique du type de lait fermenté considéré. Nos résultats démontrent que tous les
¢chantillons de ferments analysés sont conformes aux exigences réglementaires internationales en
matiere de qualité microbiologique (voir Tableau 10) ce qui correspond aux normes ISO résumées

dans le Tableau 29.

Tableau 29 : Exigences réglementaires internationales en matiére de qualité microbiologique des
ferments lactiques

Indicateur microbiologique Référence
Coliformes ISO 11866 -1-2/ IDF 170 -1-2
Salmonelles ISO 6785/IDF93
Staphylococcus aureus ISO 6888-1-2
Entérobacteriaceae ISO 215281-2
Champignons ISO 6611/IDF 94

Nous avons constaté que les fiches techniques accompagnant certains ferments importés ne
donnent aucune spécification sur la norme de dénombrement des entérocoques dans ces ferments. Par
exemple, pour le ferment SALSA 1, nos résultats ont révélé 3 767 germes/ g de ferment réhydraté
(lait fermenté inoculé a raison de 1 g/ 100 ml). Ce ferment apparemment de mauvaise qualité ne I’est
pas réellement, puisque le nombre important de la FTAM contient en majorité des bactéries de la
souche LX. Cette souche a démontré une grande apptitude a se développer sur différents milieux de
culture, sa croissance est tres rapide sur MRS, M17 ainsi que la gélose PCA, sa capacité a coloniser
divers environnements est probablement due a son aptitude a former des biofilms (Planchon et al.,
2009). En revanche, d’autres souches caractérisées dans notre analyse, surtout les lactobacilles tels
que LH2, ont une viabilit¢ limitée. Nous avons constaté que méme par conservation sur milieu
approprié, en faisant un repiquage pour réaliser un test de caractérisation, la viabilité était limitée et
les colonies poussaient difficilement. La viabilité des souches composant les ferments lactiques a une
influence majeure sur la conduite de la fermentation (acidification et coagulation). Nos résultats
pourraient contribuer a expliquer la qualité variable des produits laitiers fermentés disponibles sur le
marché et qui varie d’un producteur a un autre et, parfois, d’un lot a un autre au sein d’'une méme

unité de production.
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Certains producteurs déclarent dans les fiches accompagnant les ferments lactiques que ceux-ci
ne contiennent pas d’organismes génétiquement modifiés ni d’éléments génétiquement modifiés
selon les directive européenne 90/220/EEC, (EC) N° 1829/2003 et la réglementation (EC) N°
1830/2003. Cependant, nous n’avons pas vérifié ces données en raison du manque de moyens.
L’identité des souches présentes dans les ferments, notamment les mélanges non caractérisés, a été
vérifiée par des méthodes classiques et nos résultats sont conformes aux informations indiquées sur la
fiche technique accompagnant le ferment Lyofast Y 456 B. Les autres ferments nous ont été fournis
sans fiches techniques. Pour cette raison, 1’identit¢ des souches caractérisées dans notre étude
nécessite d’étre confirmée par PCR pour vu le manque de fiabilité des méthodes classiques quant a

I’identification des micro-organismes.

11.1.2. Comparaison des profils d’acidification des ferments étudiés avec les fiches techniques
11.1.2.1. Ferments du yaourt

En ce qui concerne les ferments du yaourt Lyofast Y 456 B et YC-180 Yo-Flex®, nous avons
constaté que la fermentation des témoins (en 1’absence d’antibiotiques) est conforme aux profils
attendus lors des fermentations industrielles (voir Figure 24). Le pH atteint la valeur de 4,5
approximativement aprés 6 heures de fermentation. Cependant, nous n’avons pas pu observer la
phase de latence dans nos résultats (voir Figure 13) en raison du manque de points d’échantillonnage

durant les deux premieres heures de fermentation.

Figure 24 : Profil d’acidification de lait inoculé par le ferment Lyofast Y 330 A a I’échelle
industrielle (Source : Fiche technique accompagnant le ferment Lyofast Y 330 A pour yaourt).
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Au cours du suivi de la fermentation des ferments YC-180 Yo-Flex® et Lyofast Y 456 B, les
profils d’acidification des deux ferments sont légérement différents. Ceci pourrait étre di a la
composition de chaque mélange (i.e. le rapport entre les souches Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus bulgaricus). Le pH est abaissé sous I’effet de la production d’acide lactique par les
deux souches contenues dans les ferments industriels. La température d’incubation était de 42°C
environ, ce qui est favorable a une meilleure multiplication de Streptococcus thermophilus favorisant
ainsi la production d’arome. Une légere augmentation de la température d’incubation (45°C-46°C)
aurait favorisé la multiplication de Lactobacillus bulgaricus, donc la production d’acide lactique
(Boubchir-Ladj, 2010). C’est ainsi que les unités de production laitiére orientent les caractéristiques
du yaourt désiré selon les préférences des consommateurs. Un pH supérieur a 4,4 est bien favorable a
la viabilité des souches et le bon fonctionnement de leurs propriétés probiotiques afin de mieux

accomplir leurs fonctions bénéfiques pour la santé (Smith et Charter, 2010).

La législation sur le pH final du yaourt différe selon les pays (Corrieu et Luquet, 2005).
Beaucoup de pays expriment l’acidit¢ du yaourt directement par le pH final (pH < 4,6 pour
I’Espagne, pH < 4,5 pour les Pays-Bas, I’ Australie et le Mexique), d’autres pays définissent I’acidité
du yaourt en termes de pourcentage exprimé en acide lactique (< 0,7% pour la Belgique, < 0,8% pour
le Canada et < 0,9% pour les Etats-Unis) ou par gramme d’acide lactique par 100 grammes de
produit (> 0,7 pour la France, le Portugal et I’Italie, 0,8 pour la Tunisie) (Corrieu et Luquet, 2005).
L’Algérie n’a pas de réglementation nationale concernant la quantité d’acide lactique ou le pH du

yaourt.

11.1.2.2. Ferments du fromage
Les cinétiques d’acidification des ferments du fromage ALPHA 10 et CHN-11 en 1’absence
d’antibiotiques sont comparables aux profils attendus a 1’échelle industrielle. La Figure 24 montre le

profil fermentaire du lait inoculé par le ferment CHN-11 a différentes températures de fermentation.
Nos expérimentations avec les ferments du fromage ont été réalisées a 30°C, ce qui constitue

une température favorable pour la production d’acide en comparaison avec les températures

supérieures ou inférieures (Figure 25).
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Figure 25 : Profil d’acidification du ferment CHN-11 a ’échelle industrielle

(S ource : http.//'www.chr-hansen.com/products/product-areas/dairy-cultures/cultures-for-cheese.html)

I1.1.3. Evaluation de la susceptibilité des ferments lactiques aux antibiotiques utilisés dans la
production laitiére

Nous avons évalué 1’effet de concentrations croissantes des antibiotiques Pen&Strep,
Sulfaprime S et Ampicilline sur le pouvoir acidifiant et la cinétique de croissance de deux catégories
de ferments lactiques : les ferments utilisés pour la fabrication du yaourt (Lyofast Y 456 et YC-180 -
Yo-Flex®) et les ferments utilisés pour la fabrication du fromage (ALPHA 10, CHN-11).

Les antibiotiques utilisés dans cette étude appartiennent a différentes familles :

- La Pen&Strep est une association efficace de la Pénicilline et la Streptomycine (famille
d’aminosides). En plus de I’action précitée des pénicillines, la recombinaison avec la
streptomycine devient encore plus forte car ce dernier antibiotique a une action spécifique
contre les bacilles Gram - (Jean-noel et Guy, 2006 ; Yala et al., 2001). En plus de 1’action
connue de la Pénicilline, la Streptomycine bloque le canal du ribosome et arréte ainsi la
synthese des protéines ;

- La Sulfaprime S (famille des Sulfamides) a un spectre d’action large (Jean-Noel et Guy,
2000);

-  L’Ampicilline fait partie du groupe des pénicillines de la famille des Béta lactamines ayant

une activité démontrée contre les coques Gram + et Gram - et les bacilles Gram + (Yala et al.,
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2001). Son action est attribuable a I’inhibition de la biosynthése du peptidoglycane de la paroi

bactérienne pendant la phase de multiplication active.

Nos résultats démontrent que ’effet de 1’antibiotique sur le profil d’acidification et la
cinétique de croissance varie d’un antibiotique a un autre et est relatif a la dose de 1’antibiotique

utilisée pour chaque cas étudié.

11.1.3.1. Effet des antibiotiques testés sur les profils d’acidification

Nous nous sommes limités a 1’étude des ferments du yaourt Lyofast Y 456 B et YC-180 Yo-
Flex® suite & un probléme rencontré avec le pH-métre. La présence des antibiotiques affecte
négativement la production de 1’acide lactique par les ferments en question : plus la concentration de

I’antibiotique dans le milieu est importante, plus il y’a diminution de I’acidification.

Le Tableau 30 résume 1’effet des différentes doses d’antibiotiques testés sur la valeur du pH
final par rapport a la valeur initiale obtenue en 1’absence des antibiotiques. Nous constatons que,
contrairement au ferment Lyofast Y 456 B, le ferment YC-180 Yo-Flex® produit des valeurs de pH
final comparables avec celles obtenues en 1’absence des antibiotiques et ce pour toutes les gammes de

concentrations et d’antibiotiques testés.

Stoltz et Hankinson (1952) ont trouvé qu’au bout de 4 heures de fermentation et en présence
d’une combinaison de 1,0 unité de pénicilline avec 5,0 mg/ml de Streptomycine le pH s’est
légerement abaiss€ jusqu’a donner la valeur de 6,18. Dans notre étude, en présence de la Pen&Strep,
nous avons obtenu des valeurs de pH de 6,15 et 6,14 au bout de 3,5 et 4,5 heures respectivement avec
le ferment Lyofast Y 456 B avec une dose de 5 pl/ml, tandis que le ferment YC-180 Yo-Flex® s’est
avéré plus performant a cette méme dose et a produit un pH de 5,78 au bout de 4,5 heures de
fermentation. Cette différence indique I’importance de la résistance des souches composant les

ferments lactiques industriels pour influencer la production d’acide par chaque souche.

Nous avons constaté que le pH peut diminuer méme en présence de doses importantes
d’antibiotiques (cas de la Sulfaprime S). Ceci pourrait résulter en la coagulation du lait méme en
présence de doses variables d’antibiotiques €tudiés et donc contribuer a dissimuler les fraudes (i.e.
laits frelatés). En outre, la résistance des souches des ferments utilisés dans les produits laitiers
fermentés aux différents antibiotiques pourrait poser un risque pour la santé humaine, en cas de

transmission de geénes responsables de cette résistance depuis les ferments a I’homme.
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Tableau 30 : Effet des différentes doses d’antibiotiques testés sur la production de ’acide
lactique par les ferments lactiques du yaourt.

Changement du pH final®
Antibiotique Pen&Strep Sulfaprime S Ampicilline
Dose (ng/ ml) 0,01 | 01 | 05 1 - 200 | 250 | 300 0,01 I-
YC-180 Yo-Flex® | +0,05 | +0,22 | +0,24 | +0,26 | +1,14 | +0,02 | +0,03 | +0,05 | +0,11 | -0,05 | -0,07 | +0,12
Lyofast Y 456 B +0,12 | +0,63 | +0,71 | +0,74 | +1,39 | +0,13 | +0,11 | +0,70 | +1,69 | +0,13 | +0,84 | +0,93

*Relativement au pH final obtenu en [’absence des antibiotiques [= pH g - PH smoin]

11.1.3.2. Effet des antibiotiques testés sur la cinétique de croissance cellulaire

Nos résultats démontrent une diminution de la croissance cellulaire avec 1’augmentation de la
dose d’antibiotique introduite au milieu de fermentation : plus on prolonge le temps de fermentation,
et par conséquent le temps de contact des cellules avec I’antibiotique, plus la croissance diminue. Les
mécanismes d’action des antibiotiques varient selon les propriétés de chaque antibiotique, toutefois le

résultat ultime est 1’inhibition de la croissance cellulaire.

Les Figures 16 — 17 indiquent que pour les concentrations les plus faibles des antibiotiques
testés, le premier contact avec les antibiotiques stresse les cellules bactériennes résultant en une
diminution de la rapidité initiale de croissance et la biomasse produite (par rapport aux témoins).
Cependant, nos résultats démontrent que les cellules bactériennes s’adaptent au cours de la
fermentation et reprennent leur croissance. Les concentrations supérieures des antibiotiques testés ont
résulté en une diminution plus prononcée de la croissance et parfois en I’inhibition totale de celle-ci
comme le dans le cas du ferment Lyofast Y 456 B en présence de 300 — 350 pug/ml de Sulfaprime S
(voir Figure 16(b)). Nos résultats comparent favorablement avec 1’étude de Stoltz et Hankinson dont
les résultats observés dans une population de 6 x 10° bactéries lactiques/ ml, en utilisant I’association
Pénicilline-Streptomycine (a raison de 0,01 unité de Pénicilline et 0,1 mg/ml de Streptomycine),
montrent une diminution initiale de la croissance cellulaire suivie par une récupération de celle-ci
(3,2 x 10 cellules bactériennes/ ml). En revanche, une concentration plus importante des mémes
antibiotiques (1,0 unit¢ de Pénicilline associ¢ a 5,0 mg/ml de Streptomycine) résulta en une

diminution irréversible de la population bactérienne (Stoltz et Hankinson, 1952).

Les bactéries lactiques se comportent différemment en présence des antibiotiques, trois cas de

figures sont possibles comme le résume le Tableau 31.
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Tableau 31 : Susceptibilité des bactéries lactiques aux antibiotiques (d’ Aimmo et al., 2007).

Susceptibles

Modérément résistants

Résistants

CMI < 8 ug/ml

CMI > 8 pg/ml

CMI > 32 pg/ml

Nous avons utilisé la classification du Tableau 31 pour évaluer la susceptibilité des ferments

analysés dans notre étude par rapport aux antibiotiques testés (voir Tableau 32). Cependant, notre

classification est a titre indicatif puisque nos résultats ont été obtenus a partir de mélanges de souches

et non de souches purifiées.

Tableau 32 : Définition des CMI des différents antibiotiques vis-a-vis les ferments lactiques

testés au bout 5,5 heures de fermentation

Antibiotique | Ferments lactiques CMI (pl/ml) Profil de résistance
YC-180 Yo-Flex® >5 Sensible a modérément résistant
Lyofast Y 456 B 0,1< CMIso%* <0,5 Sensible
Pen&Strep CHN-11 > 200 Résistant
ALPHA 10 > 200 Résistant
YC-180 Yo-Flex® > 350 Résistant
Lyofast Y 456 B 250 < CMI;509, < 300 Résistant
Sulfaprime S | CHN-11 >350 Résistant
ALPHA 10 > 350 Résistant
YC-180 Yo-Flex® >0,5 Sensible
Ampicilline | Lyofast Y 456 B 0,5 Sensible
CHN-11 > 10 Résistant
ALPHA 10 > 10 Résistant

*
CMTIsyy, : valeurs qui inhibent 50% des souches appartenant a la méme espéce

11.1.3.3. Comparaison des résultats obtenus avec la littérature scientifique

(a) Pen&Strep

Les études de Sozzi et Smiley (1980) ont montré une résistance de 14 souches de St.

thermophilus sur 15 en présence de 2 pg de ’antibiotique Streptomycine, et uniquement deux

souches sur 29 souches testées de L. delbrueckii ssp. bulgaricus. La valeur de CMI;sqq, trouvée par

d'Aimmo et al. (2007) en présence de la Streptomycine seule dans le milieu était de 32 pl/ml. Nos

résultats pour les ferments du yaourt ont montré une sensibilité des ferments en présence de la
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Pen&Strep (association de pénicilline et de streptomycine). La pénicilline a accentué¢ 1’effet
inhibiteur de la streptomycine, ce qui a donné des CMI plus faibles de ’ordre de 5 pl/ml. Les

ferments du fromage étaient plus résistants a la Pen&Strep avec des CMI supérieures a 200 pl/ml.

(b) Sulfaprime S
Selon une étude menée par Sozzi et Smiley (1980), 100% des souches de St. thermophilus

testées (total de 15 souches) ont été¢ jugées résistantes en présence de 25 pl/ml de 1’antibiotique
Triméthoprime. Les mémes résultats ont été trouvés avec 300 pug de Sulfadiazine. De méme, 29
souches de L. delbrueckii ssp. bulgaricus ont pu résister a 300 unités de Triméthoprime et a 300 ug
de Sulfadiazine. Rappelons que la Sulfaprime S est une association de la Triméthoprime et de la
Sulfadiazine. Nous avons constaté que toutes les souches de nos ferments sont résistantes a la
Sulfaprime S avec une CMI supérieure a 250 pl/ml pour le ferment du yaourt Lyofast Y 456 B et des

CMI supérieures a 350 pl/ml pour tous les autres ferments testés.

(¢) Ampicilline

Nos résultats pour le ferment du yaourt Lyofast Y 456 B sont compatibles avec ceux obtenus
par d'Aimmo (d’Aimmo et al., 2007). Ce ferment est sensible a I’ Ampicilline avec une CMIyy, de
0,5 pl/ml. Quant au ferment YC-180 Yo-Flex®, il survit mieux en présence de ce méme antibiotique.
Les valeurs des CMI peuvent varier légeérement entre les souches lactiques mais elles restent dans le
méme rang. Selon Hummel et al, (2006), la CMI pour St. thermophilus et L. delbrueckii ssp.

bulgaricus était < 1 pul/ml et < 1,5 pl/ml respectivement en présence de I’ Ampcilline.

Pour ce qui est des ferments du fromage, les valeurs obtenues pour les CMI de I’ Ampicilline
vis-a-vis des ferments CHN-11 et ALPHA 10 sont au-dela de 10 pl/ml. L’¢tude d’Hummel ez al.
(2006) a donn¢ des valeurs de CMI inférieures a 1,5 pul/ml pour les souches L. lactis ssp. lactis et L.
lactis ssp. diacetylactis qui font partie de la composition des ferments CHN-11 et ALPHA 10 (voir
Tableau 26). La valeur trouvée par notre étude est bien supérieure ce qui laisse a penser a deux
suppositions :

- Soit les souches L. lactis ssp. lactis et L. lactis ssp. diacetylactis des ferments CHN-11 et
ALPHA 10 sont plus résistantes et requicrent des concentrations d’Amplicilline plus
importantes pour les inhiber;

- Soit cette résistance est due aux autres souches contenues dans les mélanges qui constituent

ces ferments.
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I1.1.4. Etude du contexte actuel de Uindustrie laitiére en Algérie

L'enquéte Delphi est une méthode itérative pour 1'analyse de problématiques et de consensus,
qui a prouvé son intérét au plan international pour résoudre des questions complexes, impliquant
plusieurs acteurs (Hanafin, 2004). La valeur d'une enquéte Delphi dépend du choix judicieux des
experts et des questions initiales. Une préparation méticuleuse, ainsi qu'une description détaillée de la
méthodologie contribueront a assurer la fiabilité et la validité des résultats (Grundy et Ghazi, 2009;

Hanafin, 2004).

Les résultats recueillis de 1’enquéte Delphi ont mis en exergue le gouffre existant entre
I’industrie laitiére nationale et la recherche scientifique. Nous avons observé que les deux catégories
d’experts (industriels et chercheurs) adoptent deux logiques différentes de raisonnement dans leurs
réponses aux questions abordées dans les questionnaires. Les industriels sont motivés par une
perspective pragmatique et économique (cout, praticité, fiabilité technologique, disponibilité¢ des
ferments...etc.), tandis que les chercheurs se focalisent sur les implications scientifiques, bioéthiques
et socio-économiques de I’importation des ferments au détriment de 1’exploitation raisonnée de la

flore microbienne locale.

Bien qu’il y ait eu des essais de conventions entre les établissements de recherche et le secteur
public dans le but de créer une dynamique de collaboration dans ce sens, ces expériences n’ont pas
abouti. La raison principale qui fut avancée par les répondants est I’absence d’un cadre réglementaire
adéquat pour pérenniser ce type de collaboration. En outre, I’absence d’une amélioration des circuits
de la filiere représente un frein considérable qui fait que ce secteur ne prendra aucune ampleur a
I’avenir tant que le probléme de fluctuations dans I’approvisionnement en mati¢res premieres n’est
pas résolu. En effet, les résultats de notre enquéte révelent qu'une pénurie d’une matieére premiere
toujours importée (en particulier le lait en poudre), constitue un véritable risque par rapport a la
rentabilité de la filiere. Dans ce domaine, 1’ Algérie est loin derriere la Tunisie par exemple, qui jouit
d’une quasi autonomie alors que I’ Algérie souffre d’une forte dépendance des importations (80% des

inputs de I’industrie laitiere sont importés, selon les statistiques de 2007) (voir Tableau 33).
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Tableau 33 : Benchmarking du marché algérien du lait et dérivés par rapport a la Tunisie (Kaci

et Sassi, 2007).

Indicateurs

Algérie

Tunisie

Source des approvisionnements
en matiéres premieres

Forte dépendance des
importations : Plus de 80% des
inputs de I’industrie

Quasi autonomie

Valeur des importations Prés de 600 millions de $US Faible
Taux de croissance Stable
Structure de offre des produits | - Lait pasteurisé 41% - Lait de boisson 75%

- Lait frais 14%

- Lait fermenté 10%

- Produits laitiers 20%
- Lait en poudre 15%

- Yaourt et autres produits
frais 13%

- Fromages 8%

- Poudre 4%

Transformation industrielle

Développée, comparable a
certains pays européens
(Pologne, Portugal).

Idem

Le Tableau 34 résume les points de convergence et de divergence qui se sont cristallisés suite

a ’analyse des résultats recueillis par I’enquéte Delphi.

Tableau 34 : Convergences et divergences d’opinions des experts enquétés sur le contexte
actuel de l’industrie laitiére nationale

Chercheurs |

Industriels

Points de convergence

- Tres bonne qualité des ferments lactiques importés.

- Les fluctuations dans la production et la mauvaise qualité hygiénique de
la matiére premicre constituée principalement par le lait de vache.

- Vide juridique en matiére de ferments lactiques.

- Manque d’associations et réseaux professionnels favorisant le partage des
informations et des connaissances dans le domaine de la transformation
laitiere.

Points de divergence

- Manque de confiance et de
dynamique de collaboration durable
entre le secteur industriel et la
recherche scientifique.

- Nécessité de protection et de bonne
exploitation de la biodiversité
microbienne autochtone.

- Motivation pour la production locale
des ferments lactiques.

- Perceptions négatives sur le
savoir-faire technique local, en
particulier la maitrise des
procédés technologiques de
fermentation.

Pour ce qui est de I’intérét de fabriquer des ferments lactiques locaux, les deux catégories

d’experts se sont prononcés pour. L’intérét d’une telle démarche vers 1’autonomie n’est plus a

démontrer, aussi bien pour des raisons d’ordre économique que stratégique. Néanmoins, afin de

concurrencer les ferments importés de bonne qualité technologique, il est indispensable de mettre en

ceuvre une dynamique durable de collaboration entre 1’industrie laitiere et le secteur de la recherche
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scientifique. L’apport immédiat des techniques d’analyse biotechnologiques serait de mieux
caractériser les ferments importés afin de concevoir des alternatives économiquement viables a partir
du patrimoine génétique local. « I/ est trés claire » dit un expert : «...que les ferments importés n’ont
jamais été sujet a un controle (composition, souches, pureté, viabilite, rapport, phages,...) et de ce
fait le risque d’utilisation de souches manipulées génétiquement est réel. Sur le plan économique,
cette importation pese lourd sur le plan financier ainsi que sur la marge bénéficiaire du fabricant des
produits laitiers fermentés». En outre, il est crucial d’investir dans les compétences techniques en
matiere de technologie de la fermentation. Faute de quoi, 1’algérien continuera & consommer un

produit local de technologie et ingrédients importés.

I1.2. Limitations de I’étude

Notre étude comporte des points forts et nouveaux qui donnent 1’originalité au présent travail :

- L’¢tude Delphi nous a permis de sonder et contraster les avis des industriels et des chercheurs
concernant les aspects importants relatifs a I’industrie laitiere locale. Ceci nous a permis de
cerner les atouts et défis liés a ce secteur économique stratégique et de définir les maillons
fragiles et les points critiques a corriger afin de promouvoir la filicre;

- L’étude des ferments lactiques importés qui, d’aprés notre recherche bibliographique, n’ont
jusqu’a présent pas bénéficié¢ d’études poussées afin d’effectuer une comparaison avec ceux
i1solées localement;

- La réalisation de tests préliminaires simples afin d’évaluer la susceptibilit¢ des ferments
importés aux antibiotiques couremment utilisés dans la production animale (notamment les

vaches laitieres).

Néanmoins, notre travail présente également plusieurs limitations dont nous citons :

11.2.1. Contréle de la qualité microbiologique des ferments

- Une meilleure identification des bactéries lactiques isolées, notamment a partir des mélanges non
caractérisés de ferments, aurait été possible par le biais d’une analyse PCR suivie d’une séparation
par é€lectrophorese sur gel. Cependant, il ne nous a pas été pratique de réaliser cette expérience en
raison de I’indisponibilité des amorces nécessaires, bien que nous les ayons identifiées.

- Nous n’avons pas pris en compte le germe Listeria dans la recherche des germes pathogeénes en
raison de 1’indisponibilit¢ des milieux de culture nécessaires pour rechercher ce germe qui

constitue un indicateur important de la qualité du lait et produits dérivés.
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11.2.2. Effet des antibiotiques

- Notre choix des antibiotiques testés était limité par la nécessité d’utiliser des antibiotiques qui soient
hydrosolubles et ce afin de pouvoir préparer les dilutions directement dans le lait UHT écrémé en
raison de D’indisponibilit¢ du matériel nécessaire pour la préparation et la stérilisation des
solutions des solvants et diluants adaptés aux antibiotiques insolubles dans 1’eau. Il aurait été
intéressant d’analyser I’effet d’autres antibiotiques ayant un large spectre d’action comme la
Tétracycline et le Chloramphénicol par exemple, en raison de la résistance avérée des souches des
ferments lactiques du yaourt a ces antibiotiques (CMI allant jusqu’a 16 pl/ml) (d’Aimmo et al.,
2007; Hummel et al., 2006).

- Les résultats de la susceptibilité des ferments aux antibiotiques testés ne peuvent étre qu’une
approximation puisque 1’analyse a été réalisée sur les ferments tels qu’ils sont utilisés en industrie
et non sur les souches purifiées et identifiées.

- L’analyse de la cinétique de croissance initiale ainsi que l’augmentation de la durée de
I’incubation jusqu’a 16 a 20 heures nous aurait permis de mieux explorer 1’effet des antibiotiques
sur la cinétique de fermentation. Cependant, il ne nous a pas été pratique d’augmenter les
intervalles de temps en raison de I’insuffisance des consommables nécessaires pour la
manipulation de grands nombres d’échantillons.

- Il aurait été plus précis d’utiliser la méthode des microplaques pour définir avec exactitude les
CMI des différents antibiotiques vis-a-vis les ferments étudiés. Cette méthode aurait permis de
tester un plus grand nombre d’antibiotiques et une gamme plus large de concentrations vu le mini
volume des puits de la microplaque. Cependant, ceci aurait nécessité 1’isolement et la purification
des souches contenues dans chaque ferment, chose qui n’était pas pratique dans notre cas en raison
de I’indisponibilité du matériel nécessaire pour ce genre d’étude.

- Etant donné que I’évaluation de I’effet des antibiotiques sur les ferments lactiques a été réalisée
dans le lait UHT écrémé, 1’effet des autres composants éventuellement ajoutés au lait pour la
préparation du yaourt (ex. ajout du sucre ou d’additifs alimentaires) et du fromage (ex. ajout du
sel) n’a pas été pris en compte. Il serait intéressant de faire une étude sur 1’effet simultané des
antibiotiques et d’additifs alimentaires sur la performance des ferments lactiques dans les produits
laitiers fermentés. Cette combinaison pourrait avoir un effet plus ou moins important, puisque
certains additifs pourraient avoir un effet inhibiteur et/ ou protecteur par rapport a la croissance

des ferments lactiques.
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11.2.3. L’enquéte Delphi

- Le nombre d’experts constituant le panel consulté dans notre étude Delphi pourrait sembler limité.
Cependant, Gordon (1994) note que la plupart des panels d’experts consultés dans les études de
type Delphi varie de 15 a 35 répondants, mais il existe €¢galement des études avec des groupes de
sept (Chu et Hwang, 2008) a 115 experts (Grundy et Ghazi, 2009).

- Un deuxiéme tour de I’enquéte Delphi aurait permis de mieux dégager un consensus global pour
les deux catégories d’experts interrogés (chercheurs et industriels). Toutefois, il ne nous a pas été
pratique de réaliser un second tour de 1’enquéte Delphi en raison de I’indisponibilité de la majorité

des experts sollicités dans le premier tour due a leurs engagements multiples.
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I) CONCLUSIONS

Notre travail nous a permis de réaliser des tests d’identification et de contrdle de qualité sur des
ferments lactiques importés utilisés dans 1’industrie laitiére algérienne ainsi que des tests préliminaires
pour évaluer la susceptibilit¢ de ces ferments a un panel de trois antibiotiques parmi les plus
intensivement prescrits dans la production animale. En outre, nous avons effectué une enquéte de type
Delphi aupres d’un panel d’experts comprenant des opérateurs industriels et des chercheurs dans le
domaine des bactéries lactiques et ce afin d’explorer les potentialités de développement de ferments
lactiques autochtones. Outre les considérations économiques, 1’importation des matiéres premicres
alimentaires posent plusieurs problémes. En effet, les aliments sont des vecteurs de transmission de
plusieurs infections, notamment d’origine microbienne. En outre, le transfert horizontal de génes de
résistance aux antibiotiques vers la flore intestinale du consommateur, par le biais des ferments
lactiques importés incorporés dans les produits laitiers fermentés, pose un danger réel pour la santé
publique. Une meilleure caractérisation des ferments lactiques utilisés est donc devenue un enjeu vital.
En effet, nos résultats démontrent I’existence de degrés variables de susceptibilité, voire méme
résistance, aux antibiotiques Pen&Strep, Sulfaprime S et Ampicilline. Cependant, les techniques
d’analyse classiques présentent plusieurs limitations par rapport a I’étude approfondie des mécanismes
de résistance et les génes qui en sont responsables afin de développer des moyens efficaces de
détection et maitrise du risque posé par ces microorganismes. Les outils de la biotechnologie moderne,

en particulier les techniques d’analyse moléculaire, offrent plusieurs promesses dans cette perspective.

L’Algérie est en mesure de produire, a moyen terme, ses propres bactéries lactiques utilisées
dans les produits laitiers, en particulier les espéces couramment utilisées. Cependant, afin de
concurrencer les ferments importés, qui sont percus favorablement par les opérateurs industriels en
raison de leur fiabilité et facilit¢ d’emploi, il est indispensable de mettre en ceuvre une dynamique
durable de collaboration entre 1’industrie laitiere et la recherche scientifique. De surcroit, il est
nécessaire d’investir dans le développement de savoir-faire technique notamment dans le domaine des
fermentations industrielles. L’apport immédiat des techniques d’analyse biotechnologiques serait de
mieux caractériser les ferments importés afin de concevoir des alternatives viables, des points de vue

commercial et technologique, a partir du patrimoine génétique local.
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IT) PERSPECTIVES

Notre étude mérite d’étre complétée par la réalisation des études suivantes:

- Suivi des phases initiales de la fermentation afin d’examiner 1’effet des antibiotiques sur la
cinétique de croissance cellulaire, notamment pendant la phase exponentielle;

- Isolement et caractérisation moléculaire de souches autochtones a partir de différentes sources
animales (lait ou produits fermentés naturels) ou végétales (olives et autres 1égumes fermentés);

- Comparaison des potentialités technologiques et propriétés fermentaires des souches
autochtones avec les résultats obtenus pour les ferments importés;

- Production de mélanges de ferments lyophilisés péts a I’emploi (DVS) pour certains types de
fromages ou produits fermentés traditionnels;

- Réalisation d’un deuxieéme tour de I’enquéte Delphi en s’adressant aux experts internationaux
pour bénéficier de leur expérience dans ce domaine ;

- Validation de la méthode de controle de la qualité des ferments importés par PCR et le criblage
des souches autochtones, en particulier:

o Sequencage des fragments amplifiées par PCR (génes codant des proprietés
technologiues intéressantes) pour une meilleure identification des souches autochtones
isolées afin de construire une souchetéque nationale et mise en marche d’une éventuelle
production de ferments lactiques;

o Detection de genes responsables de la résistance aux antibiotiques dans les ferments

lactiques importés afin de mieux les caractériser.

En effet, ’identification des micro-organismes par les procédures phénotypiques conventionnelles
basées sur les tests microbiologiques et biochimiques présente des limites en termes de reproductibilité
et de précision et est trés consommatrice en temps et en réactifs, une meilleure caractérisation des
bactéries lactiques est possible en faisant appel aux méthodes de biologie moléculaire. La PCR permet
quant a elle de mieux caractériser les ferments lactiques et par conséquent de mieux comprendre les
procédés de fermentations lactiques industrielles, ce qui va se répercuter sur la qualité des produits
laitiers locaux ainsi que sur le développement de 1’économie du pays par production de produits

laitiers concurrentiels.
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Annexe 1 : Echantillons des ferments lactiques analysés

ﬁ Ferment Lyofast Y 456 B

ﬁ Ferment YC-180 Yo-Flex®
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ﬁ Ferment lactique ALPHA 10

ﬁ Ferment lactique CHN-11

@ Ferment lactique SALSA 1
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Fiche technique d’un ferment lactique lyophilisé SACCO [Lyofast Y 330 A]
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Annexe 2 : Composition des principaux milieux de culture
Gélose MRS (pH = 6,2 £+ 0,2) (CONDA Pronadisa) (De Man et al, 1960)
- Peptone 10,0 g

- Extrait de viande 8,0 g

- Extrait de levure 4,0 g

- Glucose 20,0 g

- Acétate de sodium trihydraté 5,0 g

- Citrate d'ammonium 2,0 g

- Tween 80 1,0 ml

- Hydrogénophosphate de potassium 2,0 g

- Sulfate de magnésium heptahydraté 0,2 g

- Sulfate de manganése tétrahydraté 0,05 g

-Agar 10,0 g

Gélose M17 (pH = 6,2 £ 0,2) (CONDA Pronadisa) (Terzaghi et Sandine, 1975)
- Tryptone 5,0 g

- Peptone de soja 5,0 g

- Infusion de viande 5,0 g

- Extrait de levure 2,5 g

- Glycérohydrogénophosphate de sodium 19,0 g

- Lactose 5,0 g

- Acide ascorbique 0,5 g

- Sulfate de magnésium 0,25 g

-Agar110g

Annexe 3 : Appareils et matériels de paillasse

- Etuve [MEMMERT] pour incubation des différentes cultures bactériennes ;

- pH métre [JENWAY] pour ajustement et mesure du pH ;

- Bain marie [MEMMERT] ;

- Spectrophotomeétre [SHIMADZU UV-1800] pour mesurer I’absorbance a 600nm ;

- Réfrigérateur [SAMSUNG] pour conservation des souches et des produits et réactifs a basse température ;

- Balance de précision [METTLER TOLEDO] pour les différentes pesées ;

- Agitateur-Vortex [SCHOTT SLR] pour homogénéisation des dilutions ;

- Microscope optique [WITZLAR] pour observation en immersion ;

- Agitateur magnétique pour homogénéisation des différents milieux préparés ;
- Autoclave pour stérilisation des milieux de culture et du matériel utilisé.

Spectrophotométre SHIMADZU et cuves en quartz pour mesurer les absorbances 600 nm
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Annexe 4 : Réactifs chimiques et autres produits

Réactifs de la coloration de Gram (Giraud, 2003)

- Solution de violet de gentiane : 1g de violet de gentiane ; 10ml d’alcool éthylique a

95% ; 2g de phénol ajoutés a 100ml d’Eau distillée ;

- Solution de lugol : 1g d’iodure de potassium ; 1g d’iode ajoutés a 300 ml d’eau distillée ;

- Solution de fuschine de ziehl : (Guiraud et Galzy, 1980). 1 g de Fuschine ; 10ml d’alcool éthylique a 95% ; 5g
de phénol ajoutés a 100ml d’eau distillée.

Diluants

- Eau peptonée tamponnée : Sa composition est riche en peptone (10,0 grammes par litre), le pH est ajusté a 7,2
+ 0,2 et le milieu doit étre stérilisé avant son utilisation.

- Eau physiologique : Solution préparée par ajout de 9g de chlorure de sodium a 1000 ml d'eau distillée. C'est
une solution isotonique, qui permet de préserver le volume cellulaire.

Autres réactifs

- Eau oxygénée : pour recherche de la catalase ;

- Glycérol (5%) pour conservation des souches ;

- NaCl pour tester la croissance sur milicux hostiles ;

- Lait UHT écrémé pour revivification des ferments ;

- Les sucres : Glucose, Galactose, Fructose, Saccharose, Lactose, Maltose, Melibiose, Mannitol.

Les antibiotiques testés

Pen&Strep : Association Pénicilline et Streptomycine
Ampicilline : Ampicilline tri-hydratée
Sulfaprime S : Association Sulfadiazine et Triméthoprime
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Annexe 5 : Tableau NPP de MAC GRADY

NOMBEE LE PLUS PROBABLE (NFPP) POUR
TROIS SERIES PARALLELES

Indes NPP Index MPP
Tubes positifs de IF;;; Tubes positifs de I‘fl‘%'};
g |10z|0lg 10g |10g|0lg
0 0 0 0 2 2 3 4.0
0 0 1 0.3 2 3 0 3.0
0 1 0 0.3 2 3 1 35
0 1 1 0.6 2 3 2 4.0
0 2 0 0.6 3 0 0 25
1 0 0 0.4 3 0 1 4.0
1 0 1 0.7 3 0 2 6.5
1 0 2 1.1 3 1 0 4.5
1 1 0 0.7 3 1 1 7.5
1 1 1 1.1 3 1 2 11,5
1 2 0 1.1 3 1 3 16.0
1 ) 1 1.5 3 2 0 9.5
1 3 0 16 3 2 1 15.0
2 0 0 0.9 3 2 2 20.0
2 0 1 1.4 3 2 3 30,0
2 0 2 2.0 3 3 0 25.0
2 1 ] 1.5 3 3 1 450
2 1 1 70 3 3 2 1100
2 1 2 3.0 3 3 3 1400
2 2 0 2.0
2 2 1 3.0
2 2 2 35
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Annexe 6 : Questionnaires

Ministére de ’enseignement supérieur et de la recherche
scientifique
Université MENTOURI Constantine
INATAA
Département de biotechnologie

Questionnaire destiné aux unités de production laitiére en Algérie

Utilisation de ferments lactiques au
niveau de l’'industrie laitiere locale

Thése de magister préparée par: M®'* LEKSIR Choubaila
Encadré par: D" BOUSHABA. R

2°™ Année post-graduation sciences alimentaires
Option : Biotechnologies alimentaires.
Intitulé de la thése : ‘Evaluation du potentiel de la biotechnologie
dans la caractérisation et le controle de qualité de ferments
lactiques utilisés en industrie laitiere’.

| Veuillez-répondre aux questions suivantes S.V.P

Annexes - viii
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Section I : A propos de I'unité de production

Q1- Depuis combien d’années vous étes dans le domaine de I’industrie laitiére en Algérie ?

Q2- De quelles compétences particulieres votre entreprise a besoin pour réaliser votre stratégie de
développement ?

Q4-Disposez-vous d’un laboratoire dans votre unité de production ?

R4- Oui ] Non [

Q5-Si oui quelles sont ses principales fonctions ?

Section I1 : Utilisation de ferments lactiques pour inoculation du lait
Q1- Les ferments lactiques que vous utilisez dans la production de produits laitiers :

- Vous les préparez vous-mémes

- Vous les achetez directement préts a I’emploi

Q2- Quelles difficultés rencontrez-vous pour I’obtention des ferments lactiques dont vous avez besoin ?

Q3-Les ferments lactiques que vous utilisez au niveau de votre unité de production sont-ils :

- Bio (naturels)
- OGM (génétiquement modifiées)

- Aucune idée
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Q4- Obtenez-vous ces ferments par le biais de fournisseurs spécifiques pour ce type de produits ou bien
ils sont facilement trouvés sur marché ?

Q6- Dans quel état sont commercialisés ces ferments ?

- Congelés en boites
- Lyophilisés en sachets

R X1 3 (S (0] (0 117/ SO

Q7- Selon vous quels sont les critéres qui entrent dans la détermination du prix des ferments lactiques
disponibles sur le marché ? En d’autres termes, quelles sont les particularités des ferments les plus
chers ?

Q8- Avez-vous recu des offres locales (Algérie) pour des méthodes de développement des inocula
utilisés dans I’industrie laitiere.

Q9- Si vous auriez I’occasion de travailler avec des ferments isolés et caractérisés en Algérie par des
services compétents, quelle serait votre opinion/réponse ?

Section III : Industrie laitiere enjeux et défis

Q1- Sachant I’importance de I’industrie laitiére considérée comme une industrie importante pour la
santé et I’économie, pouvez-vous me citer les principaux problémes et limitations dont souffre cette

derniere pour le cas de votre unité de production ?

Q2- Y’a-t-il des associations spécialisées dans la filiére lait et produits laitiers en Algérie ou vous
pouvez discuter de vos problémes et contraintes de terrain afin de trouver des solutions ou une

éventuelle prise en charge.
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Section IV : Nouveaux produits laitiers

Q1- Comment voyez-vous ’avenir de I’industrie de transformation laitiére en Algérie ? Quels sont les
aspects a améliorer/ développer ?

Q2- Le marché national est riche en produits laitiers locaux, mais le consommateur n’a pas une grande
variété de produits (la plupart des produits se ressemblent mis a part I’emballage). Ce qui n’est pas le
cas en Europe. Selon vous, a quoi est due cette situation ? Pensez-vous que le consommateur est satisfait
des produits laitiers disponibles sur marché ?

Q3- Souhaitez-vous faire une collaboration avec un laboratoire de recherche agro-alimentaire afin de
développer de nouveaux produits bénéfiques pour la santé et ayant une bonne valeur marchande ?

R3- Oui C]
Non C]

- Si non pourquoi pas?

Q4- Pouvez-vous autoriser des ingénieurs de fin de cycle ou des étudiants de magister a effectuer une
partie de leur étude expérimentale au sein de votre unité si vous disposiez des moyens nécessaires pour

faire ?

R4- Oui D
Non D

- Si non pourquoi pas?

Merci pour votre collaboration
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Ministére de ’enseignement supérieur et de la recherche

scientifique
Universit¢ MENTOURI Constantine
INATAA

QOuestionnaire destiné aux chercheurs et experts dans le domaine des bactéries lactiques en Algérie

Présentation du questionnaire

- Ce questionnaire s’adresse aux chercheurs et experts algériens dans la filiére lait et en particuliers ceux
intéressés par le domaine des produits laitiers fermentés.

- Ce questionnaire a pour objectif de recueillir les opinions de chercheurs et experts dans le domaine des
bactéries lactiques concernant les enjeux et défis liés aux ferments lactiques utilisés dans 1’industrie
laitiére locale.

En raison de votre expérience de recherche dans le domaine des bactéries lactiques, nous vous prions de bien
vouloir répondre aux 5 questions suivantes.

Melle LEKSIR Choubaila

Etudiante en 2°™ année Magister : « Biotechnologie alimentaire »
INATAA — Département de Biotechnologie Alimentaire

Université Mentouri Constantine

Section I : Informations personnelles

Nom : Prénom :
Université : Faculte :
Laboratoire : Domaine de recherche :

Section II : Votre opinion d’expert sur les enjeux et défis de ’industrie laitiére en Algérie

Q1- D’aprés votre expérience de recherche dans le domaine des bactéries lactiques, quels sont les aspects qui
ont été abordés dans les recherches qui ont été réalisées ou sont en cours de réalisation dans les laboratoires de
recherche nationaux spécialisés dans cette thématique?

R1-

Q2- Les produits laitiers fermentés représentent une part importante du marché national de produits laitiers.
Selon vous quels sont les probléemes qui font face au développement de ces produits ?

R2-
Probleme 1 :

Probléeme 2 :
Probleme 3 :
Probléeme 4 :

Probleme 5 :

Q3- Comment voyez-vous I’avenir de ce secteur en Algérie ? Quels sont les aspects a améliorer/
développer par ordre de priorité?
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R3-
Priorité 1 :

Prioritée 2 :

Priorité 3 :

Priorité 4 :

Priorité 5 :

Q4- Selon vous, quels sont les inconvénients et risques majeurs associés a I’importation de ces ferments de
I’étranger ? Qu’est ce qui empéche la production locale de ces ferments ?

R4-

QS5- Pensez-vous que les ferments génétiquement modifiés ont un avenir en Algérie ? Argumentez votre
réponse SVP.

RS-

Opinions supplémentaires sur le secteur de I’industrie laitiére en Algérie et plus précisément sur les ferments
lactiques :

Section III : Aidez-nous a améliorer la qualité de notre questionnaire
Comment avez-vous trouvé ce questionnaire ?

Vos propositions pour amélioration du questionnaire :

Merci pour votre collaboration valeureuse
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Annexe 7 : Résultats bruts des tests de susceptibilité aux antibiotiques

7.1. Evolution du pH des différents ferments analysés

Ferment T0 T1 T2 T3 T4 TS T6
2:00H 3:00H 3:30H 4 :30H 5:30H 15 :00H
YC-180 | 5.47+0.01 4.78+0.01 | 4.69+0.02 | 4.64+0.01 4.62+0.01 4.60+0.02 | 4.48+0.02
Yo-Flex®
Lyofast Y | 6.12+0.04 5.03+£0.03 | 4.97£0.03 | 4.83+0.02 4.80+0.03 4.75+0.04 | 4.52+0.03
456 B
SALSA1 | 6.78+0.00 7.07£0.02 | 7.21£0.01 7.27+0.02 7.32+0.01 7.38+0.02 |/
CHN-11 | 6.47+0.03 5.21+0.01 | 5.19+0.02 5.29+0.02 5.23+0.03 5.13£0.02 |/
ALPHA 10 | 6.34+0.03 5.19+£0.03 | 5.28+0.03 5.35+0.03 5.3040.01 5.21£0.02 |/
7.2. Evolution de la densité optique 2 600 nm des différents ferments analysés
Ferment TO T1 T2 T3 T4 T5 T6
2:00H 3:00H 3:30H 4 :30H 5:30H 15 :00H
YC-180 0.1196 0.2787 0.2876 0.2983 0.3145 0.3192 0.3389
Yo-Flex® | +0.0023 +0.0018 +0.0004 +0.0014 +0.0022 +0.0016 +0.0017
Lyofast Y | 0.0485 0.1345 0.1912 0.2036 0.2080 0.2385 0.3051
456 B +0.0024 +0.0026 +0.0003 +0.0032 +0.00031 | £0.0025 +0.0026
CHN-11 | 0.1196 0.2053 0.2061 0.2087 0.2257 0.2397 0.4834
+0.0009 +0.0018 +0.0024 +0.0012 +0.0018 +0.0004 +0.0015
ALPHA 10 | 0.2075 0.2793 0.2981 0.3068 0.3247 0.3417 0.3916
+0.0007 +0.0018 +0.0019 +0.0023 +0.0008 +0.0011 +0.0023

7.3. Croissance cellulaire des ferments lactiques relativement a la croissance cellulaire dans I’absence des
antibiotiques

7.3.1. Lyofast Y 456 B

Concentration T0 T1 T2 T3 T4 TS5
Pen&Strep (ul/ml) 2:00H 3:00H 3 :30H 4 :30H 5:30H
0.01 DO | 94.02+0.24 | 61.124+0.46 | 57.16£0.19 | 60.60+1.32 | 85.87+0.16 | 86.41+=0.44

(Y0)
pH | 6.04£0.01 | 5.38+0.02 | 5.29+0.01 | 5.22+0.01 | 5.17+0.03 | 4.87+0.02
0.1 DO | 89.48+0.39 | 80.654+0.28 | 79.65+£0.44 | 65.84+0.29 | 42.98+0.18 | 66.37+0.56
(%)
pH | 6.23£0.02 | 6.09+0.03 | 5.58+0.02 | 5.51+0.04 | 5.43+0.02 | 5.38+0.02
0.5 DO | 86.39+0.19 | 58.794+0.38 | 52.24+0.44 | 53.24+0.29 | 28.09+0.33 | 30.52+0.51
(%)
pH | 6.27+0.02 | 5.84+0.02 | 5.73+£0.02 | 5.69+0.02 | 5.49+£0.00 | 5.46+0.02
1 DO | 82.88+0.29 | 53.97+0.83 | 46.80+0.75 | 42.48+0.44 | 25.69+0.29 | 27.33+0.53
(%)
pH | 6.35£0.02 | 5.68+0.04 | 5.62+0.02 | 5.53+0.02 | 5.49+0.01 | 5.49+0.02
5 DO | 39.17+0.13 | 29.914+0.24 | 28.61+£0.43 | 27.27+0.67 | 27.00+1.26 | 26.91+0.34
(%)
pH | 6.41+0.03 | 6.20+0.03 | 6.17+0.03 | 6.15+0.02 | 6.14+0.01 | 6.14+0.02
Concentration TO T1 T2 T3 T4 T5
Sulfaprime S (nl/ml) 2:00H 3:00H 3 :30H 4 :30H 5:30H
200 DO | 78.76+0.29 | 46.82+0.56 | 57.32+0.84 | 64.88+0.51 | 85.06=0.39 | 76.93+0.40
(%)
pH | 6.47+0.02 5.27+0.02 5.11+0.03 5.04:+0.02 4.90+0.02 4.88+0.02
250 DO | 75.25+0.83 | 41.62+0.26 | 55.64+0.57 | 57.02+0.56 | 75.26+0.62 | 69.35+0.87
(Y0)
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pH 6.50+0.01 5.294+0.02 5.12+0.02 5.09+0.04 4.90+0.02 4.86+0.01
300 DO 73.60+1.12 | 43.05+£0.74 | 28.66+0.53 | 28.43+0.55 | 29.39+0.56 | 26.24+0.28
(%)
pH 6.52+0.03 5.95+0.05 5.79+0.02 5.63+0.04 5.47+0.02 5.45+0.02
350 DO 70.30+0.27 | 28.59+0.43 | 19.76+0.28 | 18.71+0.44 | 18.82+0.67 | 16.64+1.93
(%)
pH 6.55+0.02 6.49+0.02 6.47+0.02 6.45+0.02 6.44+0.02 6.44+0.04
Concentration TO T1 T2 T3 T4 TS5
Ampicilline (ul/ml) 2:00H 3:00H 3 :30H 4 :30H 5:30H
0.01 DO | 75.67+1.8 51.32+0.44 | 59.83+0.29 | 62.42+0.56 | 78.62+0.63 | 73.45+0.87
(%)
pH | 6.53+0.02 5.39+0.02 5.224+0.02 5.18+0.03 4.93+0.02 4.88+0.04
0.1 DO | 64.32+0.23 | 45.46+0.54 | 61.87+1.56 | 63.31+£0.18 | 76.56+0.23 | 70.23+0.55
(%)
pH | 6.57+0.04 5.90+0.03 5.76+0.02 5.72+0.01 5.63+0.02 5.59+0.02
0.5 DO | 44.12+0.23 | 39.75+0.61 | 53.97+0.23 | 53.24+0.46 | 53.93+0.58 | 51.14+0.63
(%)
pH | 6.59+0.01 5.96+0.02 5.88+0.02 5.83+0.02 5.77+£0.02 5.68+0.01
7.3.2. YC-180 Yo-Flex®
Concentration TO0 T1 T2 T3 T4 T5
Pen&Strep (ul/ml) 2:00H 3:00H 3:30H 4 :30H 5:30H
0.01 DO 97.49+0.52 | 98.56+£0.26 | 99.13+0.89 | 99.32+1.59 | 99.46+0.26 | 99.49+0.62
(%)
pH 6.28+0.04 | 5.05+£0.02 | 4.87£0.02 | 4.82+0.02 | 4.79+0.02 | 4.65+0.02
0.1 DO 95.81+0.56 | 96.24+0.64 | 97.32+0.44 | 97.85+0.56 | 98.18+0.42 | 98.66+0.56
(%)
pH 6.34+0.02 | 5.06+£0.05 | 4.88+0.02 | 4.80+0.02 | 4.83+0.02 | 4.82+0.05
0.5 DO 92.89+0.57 | 93.67+£0.58 | 94.67+1.19 | 94.83+0.62 | 95.37+0.44 | 96.10+0.28
(%)
pH 6.41£0.06 | 5.05£0.02 | 4.91+0.02 | 4.85+0.02 | 4.82+0.02 | 4.74+0.02
1 DO 92.12+0.22 | 91.48+0.42 | 92.34+0.83 | 92.28+0.94 | 92.03+1.02 | 92.59+0.44
(%)
pH 6.47£0.02 | 5.03£0.04 | 4.91+0.02 | 4.89+0.04 | 4.88+0.02 | 4.86+0.02
5 DO 85.89+0.44 | 85.39+0.56 | 81.09+0.53 | 76.25+0.96 | 73.99+0.34 | 72.43+0.29
(%)
pH 6.49+0.03 | 6.28+0.03 | 5.97+0.03 | 5.84+0.02 | 5.78+0.03 | 5.74+0.02
Concentration TO T1 T2 T3 T4 TS5
Sulfaprime S (ul/ml) 2:00H 3:00H 3:30H 4 :30H 5:30H
200 DO 99.93+0.56 | 93.83+0.29 | 94.64+0.38 | 95.23+0.45 | 96.74+0.32 | 97.18+0.93
(%)
pH 5.51£0.06 | 4.72+0.02 | 4.69+0.02 | 4.66+£0.08 | 4.64+0.02 | 4.62+0.07
250 DO 87.93+0.97 | 89.76+0.42 | 88.94+0.57 | 88.97+1.56 | 89.18+0.62 | 92.17+0.46
(%)
pH 5.73£0.09 | 4.75+0.06 | 4.73+£0.07 | 4.69+£0.02 | 4.65+£0.06 | 4.63+0.02
300 DO 79.84+0.19 | 71.92+0.58 | 72.58+0.18 | 78.76+0.27 | 83.54+0.18 | 91.32+0.57
(%)
pH 5.96+0.02 | 4.86+0.12 | 4.72+0.06 | 4.69+0.04 | 4.67+£0.08 | 4.65+£0.10
350 DO 79.68+0.44 | 71.51+0.73 | 88.17+0.55 | 92.55+0.46 | 92.53+0.69 | 95.55+0.54
(%)
pH 6.17£0.08 | 4.92+0.06 | 4.83+£0.02 | 4.80+0.05 | 4.75£0.02 | 4.71£0.06
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Concentration T0 T1 T2 T3 T4 TS
Ampicilline 2:00H 3:00H 3:30H 4 :30H 5:30H
(ul/ml)
0.01 DO | 80.00+£0.44 | 93.97+£0.60 | 95.30+0.24 | 94.36+£0.32 | 94.75+0.09 | 97.83+0.64
(%)
pH | 6.31+0.07 4.67+0.09 4.65+0.07 4.61+£0.06 4.59+0.05 4.55+0.02
0.1 DO | 78.09+0.38 | 92.83+0.29 | 94.47+0.37 | 93.59+0.46 | 90.71+0.17 | 93.37+0.86
(%)
pH | 6.41+0.06 5.03%0.11 4.74+0.08 4.71+0.04 4.63+0.02 4.57+0.03
0.5 DO | 77.25+£0.59 | 91.31£0.76 | 92.73+0.46 | 87.56+£0.25 | 86.23+0.74 | 91.22+0.55
(%)
pH | 6.43+0.02 5.2340.07 5.02+0.03 4.89+0.05 4.76x0.12 4.72+0.07
7.3.3. ALPHA 10
Concentration Viabilité des ferments (%)
Pen&Strep TO T1 T2 T3 T4 T5
(nl/ml) 2:00H 3:00H 3 :30H 4 :30H 5:30H
0.1 98.69+0.38 | 98.99+0.23 | 96.04+0.18 | 92.43+0.56 | 91.98+0.43 | 91.19+0.32
1 97.01£0.12 | 97.88+0.19 | 93.35+0.27 | 90.80+0.44 | 89.12+0.29 | 87.21+0.37
10 95.51+£0.38 | 97.49+0.26 | 92.04+0.67 | 89.73+0.37 | 86.54+0.26 | 81.53+0.44
100 92.19+0.29 | 97.09+0.24 | 90.07+0.46 | 89.62+0.39 | 85.57+0.37 | 73.25+0.58
200 89.3840.54 | 95.57+0.15 | 89.76+0.48 | 85.77+0.27 | 79.49+0.26 | 68.14+0.10
Concentration Viabilité des ferments (%)
Sulfaprime S TO T1 T2 T3 T4 T5
(nl/ml) 2:00H 3:00H 3 :30H 4 :30H 5:30H
200 99.72+0.44 | 98.83+0.35 | 98.67+0.29 | 98.53+0.13 | 98.29+0.24 | 98.11+0.93
250 99.67+£0.13 | 98.76+0.27 | 98.45+0.19 | 98.36+0.44 | 98.18+0.54 | 97.93+0.15
300 99.53+0.18 | 98.56+0.24 | 98.35+0.23 | 98.20+0.24 | 98.03+0.32 | 97.86+0.44
350 99.14+£0.35 | 97.87+0.32 | 97.7240.24 | 97.41+0.14 | 97.29+0.44 | 97.05+0.44
Concentration Viabilité des ferments (%)
Ampicilline TO T1 T2 T3 T4 T5
(nl/ml) 2:00H 3:00H 3:30H 4 :30H 5:30H
1 95.12+0.29 | 94.4340.44 | 93.7840.92 | 93.65+0.13 | 93.2740.15 | 92.36+0.25
2 92.65+£0.73 | 91.69£0.22 | 90.53+0.24 | 90.32+0.37 | 90.17+0.12 | 89.35+0.57
5 86.15+0.17 | 74.32+0.27 | 71.87+£0.29 | 69.51£0.74 | 64.94+0.32 | 62.46+0.65
10 78.13+0.33 | 69.76+0.29 | 63.93+0.28 | 60.76+0.42 | 58.14+0.22 | 53.84+1.27
7.3.4. CHN-11
Concentration Viabilité des ferments (%)
Pen&Strep TO T1 T2 T3 T4 T5
(nl/ml) 2:00H 3:00H 3:30H 4 :30H 5:30H
1 98.82+0.44 | 96.45+0.29 | 94.23+0.13 | 93.87+0.27 | 91.7340.28 | 87.97+0.29
10 98.00+£0.28 | 85.19+0.34 | 94.36+£0.44 | 94.13+0.25 | 92.29+0.46 | 84.02+0.31
100 95.23+0.28 | 81.92+0.24 | 81.64+0.48 | 80.16+£0.52 | 78.95+0.43 | 77.12+0.45
200 92.18+0.27 | 79.43+0.46 | 76.87+0.51 | 74.39+£0.44 | 72.90+0.18 | 70.134+0.17
Concentration Viabilité des ferments (%)
Sulfaprime S TO T1 T2 T3 T4 T5
(nl/ml) 2:00H 3:00H 3:30H 4 :30H 5:30H
200 98.43+0.44 | 98.17+0.42 | 97.87£0.27 | 97.16+0.15 | 96.93+0.23 | 96.71+0.17
250 98.27+£0.53 | 97.8340.29 | 97.5240.49 | 97.384+0.28 | 96.73+0.27 | 96.52+0.14
300 97.83+£0.12 | 97.57+0.43 | 97.3840.26 | 97.16+0.15 | 96.92+0.44 | 96.63+0.12
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350 | 95.53£0.27 | 95.37+0.49 | 95.94+0.54 | 95.73+0.48 | 95.41+0.58 | 95.28+0.57 |
Concentration Viabilité des ferments (%)
Ampicilline T0 T1 T2 T3 T4 TS5
(ul/ml) 2:00H 3:00H 3 :30H 4 :30H 5 :30H
1 93.83+0.44 | 91.15+0.32 | 89.57+0.74 | 89.12+0.15 | 87.60+0.32 | 85.52+0.93
2 83.92+0.18 | 80.54+0.27 | 78.65+0.43 | 74.30+0.19 | 72.17£0.72 | 69.47+0.82
5 81.12+0.63 | 79.73£0.18 | 75.84+0.37 | 73.27+0.93 | 70.29+£0.27 [ 69.18+0.63
10 75.75+0.83 | 73.18+0.47 | 70.12+£0.27 | 69.94+0.45 | 66.43+0.28 | 62.84+0.19
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Annexe 8 : Taxonomie des espéces étudiées (De Vos et al., 2009)

Streptococcus salivarius ssp. thermophillus
Régne : Bacteria

Division : Firmicutes

Classe : Coccus

Ordre : Lactobacillales

Famille : Streptococcaceae

Genre : Streptococcus

Espéce : Streptococcus thermophillus

Sous espéce : Streptococcus salivarius
ssp.thermophillus

Lactobacillus delbruckii ssp. Bulgaricus

Régne : Bacteria

Division : Firmicutes

Classe : Bacilli

Ordre : Lactobacillales

Famille : Lactobacillaceae

Genre : Lactobacillus

Espéce : Lactobacillus delbruckii

Sous-espéce : Lactobacillus delbruckii bulgaricus

Lactococus lactis ssp. cremoris

Régne : Bacteria

Division : Firmicutes

Classe : Bacilli

Ordre : Lactobacillales

Famille : Streptococcaceae

Genre : Lactococus

Espéce : Lactococus lactis

Sous espéce : Lactococus lactis ssp. cremoris

Lactococus lactis ssp. lactis

Régne : Bacteria

Division : Firmicutes

Classe : Bacilli

Ordre : Lactobacillales

Famille : Streptococcaceae

Genre : Lactococus

Espéce : Lactococus lactis

Sous espéce : Lactococus lactis ssp. lactis

Lactococus biovar ssp. diacetylactis

Régne : Bacteria

Division : Firmicutes

Classe : Bacilli

Ordre : Lactobacillales

Famille : Streptococcaceae

Genre : Lactococus

Espéce : Lactococus lactis

Sous espéce : Lactococus lactis ssp. lactis biovar
diacetylactis

Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris
Régne : Bacteria

Division : Firmicutes

Classe :

Ordre :

Famille :

Genre : Leuconostoc

Espéce : Leuconostoc mesenteroides

Sous espéce : Leuconostoc mesenteroides ssp.
cremoris

Staphylococcus xylosus

Régne : Bacteria

Division : Firmicutes

Classe : Bacilli

Ordre : Bacillales

Famille : Staphylococcaceae
Genre : Staphylococcus

Espeéce : Staphylococcus xylosus
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Annexe 9 : Localisation et identification des entreprises ayant participé a I’enquéte Delphi

9.1. Situation géographique

Figure A9.1: Positionnement géographique des unités de production laitiére ciblées par I’enquéte

Delphi [Source : Google Earth 2012].

9.2. Liste des participants

Tableau A9.2.1 : Entreprises ayant participé a notre enquéte.

Unité de production

Siége social

Safilait Constantine
Grouz Mila
Hodna lait M’sila
Idough Annaba
Igilait Jijel
Candia Bejaia

La Guelmoise Guelma
STLD Tizi Ouzou
Danone Bejaia

Milk Rhumel Constantine
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Tableau A9.2.2 : Profils des chercheurs ayant participé a notre enquéte.

Etablissement Faculté Laboratoire Domaine de recherche
Université d’Oran Sciences Biologie des Bactéries lactiques
Microorganismes et
Biotechnologie
Université d’Oran Sciences Microbiologie appliquée Bactéries lactiques

Université de Jijel

Sciences exactes
Sciences de la nature et
de la vie

Pharmacologie et
Phytochimie

Bactéries lactiques :
intéréts technologiques et
probiotiques

Université Mentouri INATAA Alimentation, Nutrition et Bactéries lactiques
Constantine Santé
Université d’Alger ENP Alger Science et Techniques de Biotechnologie
I’Environnement alimentaire et
environnementale

USTHB, Alger

Génie des procédés

Sciences de génie des
procédés industriels

Génie alimentaire et génie
de I’environnement

Université Hassiba
Benbouali, Chlef

Sciences agronomiques
et biologiques

Bioressources Naturelles
Locales

Bioproduits

Université Badji
Mokhtar, Annaba

Sciences

Microbiologie et biochimie
appliquée

Microbiologie appliquée
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Nom et prénom : LEKSIR Choubaila Année universitaire : 2012-2013

Théme : «Caractérisation et le controle de la qualité de ferments lactiques utilisés dans ’industrie laitiére
algérienne».

Nature du diplome : Magister en Sciences Alimentaires
Option : Biotechnologie Alimentaire

Résumé

La fabrication de produits laitiers fermentés nécessite ’incorporation de quantités importantes de
ferments lactiques importés. La robustesse des ferments par rapport aux fluctuations des parameétres
opérationnels des procédés industriels est un critére de qualité qui est prisé par les opérateurs industriels. De ce
fait, les souches les plus performantes sous les conditions industrielles hostiles auront tendance a étre
sélectionnées dans les opérations de criblage des souches industrielles. Les souches démontrant une résistance
aux antibiotiques en sont un exemple. L’antibiorésistance peut étre innée ou acquise suite a I’exposition d’une
souche particuliére a des antibiotiques. L’utilisation des antibiotiques dans la production animale est considérée
comme la principale cause de la sélection pour 1’antibiorésistance chez les bactéries qui peuvent ensuite se
retrouver sur des denrées alimentaires. Plusieurs études scientifiques soutiennent I’hypothése d’un lien entre
I’utilisation des antibiotiques dans le secteur de la production primaire et I’émergence d’une antibiorésistance
chez des agents pathogénes humains, avec I’alimentation comme moyen de transmission important.

Notre travail comporte trois parties principales: (1) contréle de la qualité microbiologique et
identification des souches bactériennes présentes dans des échantillons de ferments lactiques importés; (2)
¢valuation de la susceptibilité des échantillons de ferments lactiques importés a un panel de trois antibiotiques
choisis pour leur utilisation dans la production laitiére ; (3) consultation d’un panel d’experts scientifiques et
industriels par méthode Delphi afin d’évaluer les potentialités de fabrication locale de ferments lactiques
autochtones.

Nos résultats ont révélé une bonne multiplication de la majorité des souches des ferments lactiques en
présence des antibiotiques testés, notamment la Sulfaprime S avec des concentrations allant jusqu’a 350 ul/ml.
Ceci pourrait constituer un danger potentiel pour la santé du consommateur avec risque de transfert des génes de
résistance a la flore digestive humaine ou dans le pire des cas aux germes pathogenes. Les résultats recueillis de
I’enquéte Delphi laissent entendre que le développement durable de 1’industrie laitiére algérienne est tributaire
de la disponibilité des matieres premiéres, en particulier le lait de vache et le lait en poudre importé dont le prix
est sujet aux fluctuations dans les marchés internationaux. La fabrication de ferments lactiques locaux dépendra
de I’acquisition du savoir-faire technique notamment en matiére de fermentation industrielle, mais aussi la
maitrise des outils modernes de caractérisation moléculaire et criblage a haut-débit afin d’identifier les
alternatives viables, tant sur le plan commercial que technologique, aux ferments importés qui sont percus
favorablement par les opérateurs industriels en raison de leur fiabilité, et ce malgré les risques qui y sont

associés (bactériophages, OGM, antibiorésistance ...efc.).

Mots clés: Ferments lactiques, industrie laiticre locale, antibiotiques, résistance, enquéte Delphi.



Name and first name: LEKSIR Choubaila Academic year: 2012-2013
Theme: "Characterization and quality control of lactic acid bacteria used in Algerian dairy industry."

Type of diploma: Magister in Food Science
Option: Food Biotechnology

Summary

The manufacture of fermented dairy products requires the incorporation of large amounts of imported
starter cultures. The robustness of industrial starters with respect to fluctuations in operating parameters of
industrial processes is a quality that is valued by industrial operators. Therefore, the most effective strains under
harsh industrial conditions tend to be selected in the screening operations that lead to the development of
industrial strains. Strains demonstrating resistance to antibiotics are but one example. Antibiotic resistance may
be innate or acquired after exposure of a particular strain to antibiotics. The use of antibiotics in animal
production is considered the main cause of selection for antibiotic resistance in bacteria that can then be found
on food. Several scientific studies support the hypothesis of a link between the use of antibiotics in primary
production and the emergence of antibiotic resistance in human pathogens, with food being a major vector of
transmission.

Our work contains three main parts: (1) quality control and identification of bacterial strains present in
samples of imported starter cultures, (2) evaluation of the susceptibility of imported starters to a panel of three
antibiotics chosen because of their use in milk production, (3) consultation with a panel of scientific experts and
industrial operators by means of a Delphi survey in order to assess the potential for local manufacture of
indigenous dairy starter cultures.

Our results showed a good proliferation of the majority of strains of lactic acid bacteria present in the
imported starters in the presence of the antibiotics tested, notably Sulfaprime S with a concentration of up to 350
pg/ml. This could pose a potential danger to the health of consumers, in particular the risk of horizontal transfer
of the resistance genes to human intestinal flora or, in the worst case, to pathogens therein. The results collected
from the Delphi survey suggest that the sustainable development of the Algerian dairy industry would depend
on the availability of raw materials, especially cow's milk and imported milk powder whose price is subject to
fluctuations in international markets. As for Production of indigenous dairy starter cultures, our results indicate
that it would depend on the acquisition of technical know-how, in particular in the field of industrial
fermentation, but also mastery of modern tools for molecular characterization and high-throughput screening in
order to identify viable alternatives, both commercially and technologically, to the imported starter cultures
which are perceived favorably by industrial operators because of their reliability, despite the risks associated

with them (bacteriophages, GMO, antibiotic resistance ... etc.).

Keywords: Starter cultures, local dairy industry, antibiotic resistance, Delphi survey.
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