REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE DES FRERES MENTOURI CONSTANTINE 1

INSTITUT DE LA NUTRITION, DE L’ALIMENTATION ET DES TECHNOLOGIES
AGRO-ALIMENTAIRES (ILN.AT.AA)

N° d’ordre :
N° de série :

MEMOIRE
En vue de I’obtention du diplome de Magister en Sciences Alimentaires

Option : biotechnologie et génie des industries alimentaires

Théme

Isolement de souches bactériennes potentiellement
productrices de lipases alcalines, a partir du beurre cru et

du beurre fermenté « Dhan »

Présenté par : M"® BELHOULA Nora

Mémoire soutenue publiquement le : 09/03/2017

Devant le jury composé de :

Présidente : Pr. KHARROUB Karima IINAT.AA UFM.C1
Rapporteur : Pr. BEKHOUCHE Farida IINATAA UFM.C.1
Examinatrices: Dr. AMOURACHE Leila IINAT.AA UFM.C1

Dr. BECILA - HIOUAL Samira INATAA UFM.C1

Année universitaire 2016-2017



Je tiens a remercier Allah, le Tout Puissant et le Miséricordienx, de m'avoir donné
la santé, la volonté et la patience pour mener a terme ma formation de magister.

Je tiens avant tout a remercier le Professesr BEKHOUCHE Farida gui m'a
honorée en acceptant de diriger ce travail et pour son encadrement méthodique. Je lui adresse
également ma gratitude pour son aide précieuse, ses conseils fructueux, son soutien continu et
ses encouragements permanents. Merci de n2’avoir guidée avec patience et d'avoir consacré
antant d’heures pour les corrections de ce manuscrit.

J'excprime mes remerciements aux membres de jury d'avoir accepté dévaluer ce
travail en dépit de lenrs nombrenses antres obligations :

Mes sinceres remerciements au Professeur KHARROUB K., qui a bien vouln
accepter de présider ce jury.

Je tiens a exprimer ma trés grande considération an Docteur AMOURACHE 1.
et an Doctenr BECILA-HIOUAL S., gui m'ont fait I'honneur d’examiner ce mémoire

de magister et de me faire ainsi bénéficier de leurs compétences et de leurs connaissances.

Je tien aussi a remercier les personnes qui nous ont fourni en smen et en beurre et ne
nous ont pas privé d informations.

e remercier trés vivement tous les membres de 'mnité SARL. HODNA Lait
(Msila) et particulierement monsienr LATRECHE Bilal qui nous a permis d’effectuer
les analyse physicochimiques an nivean de !'entreprise.

Mon  remerciement particulier au docteur GAGAOUA M., pour son aide
scientifique.

Jexcprime mes vifs remerciements également a tous les membres du laboratoire
BIOQUAL Ainsi toute 'équipe 1V AliTral’ pour leur présence et leur aide et spécialement
mademoiselle GHANNAIL Oulaya. Je suis particuliérement sensible a la confiance qu'ils

m’ont témoignée.

Mes  remerciements vont a tout le personnel des laboratoires pédagogiques de

IINATAA.

Sans oublier de remercier tous les enseignants de 'INATAA qui ont contribué a
notre formation durant notre parcours universitaire.

Enfin, Je tiens a exprimer mes sentiments de reconnaissance a toutes les personnes
qui ont participé a ce travail, qui m’ont appris une infinité de choses et qui n2'ont aid,



https://www.google.dz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiKka6RvN3RAhVEwxQKHU4qBNgQjRwIBw&url=http://www.polyvore.com/inferi_background/thing?id=6643436&psig=AFQjCNFTlnuj4jddgTGWuAQ_LbfuEezg1g&ust=1485439534463684
https://www.google.dz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiKka6RvN3RAhVEwxQKHU4qBNgQjRwIBw&url=http://www.polyvore.com/inferi_background/thing?id=6643436&psig=AFQjCNFTlnuj4jddgTGWuAQ_LbfuEezg1g&ust=1485439534463684

—
S

Afin d’étre reconnaissant envers ceux qui mont appuyé et

encouragé a effectuer ce travail, Je dédie ce mémoire :

A la mémoire de doctenr TRAD KHOUDJA D.

Aux membres de ma famille qui ont toujours cru en moi et m’ont
sontenue durant ces logues années d’études, ponr tous les sacrifices qui ont

faits et amour qu’ils m’ont apporte.

A tous mes amis, vous étes si nombreux que je ne peux citer tout le monde.

Vons ne m’avez jamais laissé tomber, votre sontien je ne 'onblierai jamais :

Ghislain, Amira, Asma, Stham, Meriem, Imen (bolba), Imen, Amal,

Wissem, Rania et Zina.

A mon _fiancé Sabir qui m’a toujours soutenu et ni’a prété main-forte

dans les moments difficiles.

A ma promotion de magister 2014 : Biya, Houria, 1btissem, Wissem
et Ghania (vivent les filles© )

Nora BELHOULA

CAICACES w2~


https://www.google.dz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiH1eX9vN3RAhXIchQKHaBZB4UQjRwIBw&url=http://decorative613.rssing.com/chan-35712547/all_p4.html&psig=AFQjCNFTlnuj4jddgTGWuAQ_LbfuEezg1g&ust=1485439534463684
https://www.google.dz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiH1eX9vN3RAhXIchQKHaBZB4UQjRwIBw&url=http://decorative613.rssing.com/chan-35712547/all_p4.html&psig=AFQjCNFTlnuj4jddgTGWuAQ_LbfuEezg1g&ust=1485439534463684

Sommaire

Liste des figures
Liste des tableaux
Liste des abréviations

Liste des annexes
INTRODUGCTION .ot e et e e e e e e e et e e e et e e e et e e e e e e e e eeeeens 1
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE ... 3-30

Chapitre 01 : beurre cru et smen

O =N T PP UP PP PPRPTRIN 3
1.1 DATINITION. ...cteteii sttt bbb ens 3

1.2. Composition NULALIONNEIIE..........c.oooiiiee e 3

1.3 PrOPIIELES ...ttt ettt bbb 5

IR T I AV T 01 1 o (] OSSR 5

1.3.2. CONSISTANCE ....vvevieiieiecie ettt bbb e reeneas 7

2. BBUITE CIU ..ttt ekttt h e e bt e b e et e e ne et e e e b e e e b e e nnreenneennnas 7
2.1. Procédé de préparation du DEUITE CrU.........ccvieiieiiiiiieesesee s 7

I 41T 0T N = SR 10
3L DATINITION. ... ettt e enes 10

2.2. Composition et valeur nutritionnelle............cccooeieii i, 10

3.3. ProCEdés de Préparation............cceoerieererieeeesie et 11

3.3.1. Salage SANS CUISSON ....c..eviiiiiiiieieeiieie ettt 12

3.3.2. SaAlAgE BT CUISSON .....cvieiieiieciee ettt sttt sre e sra e 12

3.4. Consommation du smen dans 1€ MONUE ........cccoverererieiiiinieiee s 13

Chapitre 02 : flore microbienne du beurre cru et du smen

1. Flore microbienne du DEUITE CIU .......coveieiieieeie ettt sne e 15
1.1, FIOre OFIGINEIIE ..o e 15

1.2. FIOre CONtAMINANTE ......c.eeiieiecie et 15

1.2.1. Flore bacterienne pathOgene ..........c.ccoveveiieii e 16

1.2.2. Flore microbienne d’altération...........c.ccceeveereereiieeieese e 16

2. Flore microbienne dU SMEN .........cuviiiiice ettt es 19
2.1, FIOre OFIgINEIIE ..o 19

2.2, FlOr8 CONTAMINANTE ...ttt ettt sesesenennnennnnes 19



2.2.1. Flore microbienne pathOgENe...........coeveveiiieiiiieieiee e 19
2.2.2. Flore microbienne d’altération............ceecveieereerieniesieenie e sieesee e sieeeens 20

Chapitre 03 : lipases microbiennes

L DATINITION ...ttt et b e bbbttt e bt sbe bt renre s 21
2. Microorganismes Producteurs de HPASES. ........c.eieiiririiieieie st 22
3. Caractéristiques structurales des lIPASES ..........ccerirriririiise e 24
4. Types de réactions catalysees par 185 lPaSES..........cceiveiiiieiieie e 25
I\ (ETo: T ) s LR« BT 5 o ) o ST PP 26
6. MECaniSME CAtAIYTIQUE ......c.veuiieeeeieie e e 27
7. Détermination de 1’activité lipolytique miCrobienne............cccooeiiiiiiiiicc 28
8. Application des lipases MICrODIENNES ...........cocveiiiiiiice e 29
8.1. INAUSLIIES AIIMENTAITES. ... ccuviiieieiieiie et ens 29
MATERIEL ET METHODES ..ottt 31-47
1. LHEU 0B TrAVAIL ...ttt e bt nre s 31
2. Démarche expérimentale globale ... 31
3. Matériel biologique : DEUITE Cru €t SMEN .......cooiiiiiieeee e 33
T8I 4 oo = SRS 33

3.2. Prélevement et présentation des échantillons...........ccccccovveviiiiicci e, 33

3.3. Methode de recueil des données sur les échantillons ... 35

4. Analyses PhYSICOCRIMIGUES. ........eiiiiiieieiere et 36
4.1 MESUE AU PH .ot 36

4.2. Mesure du taux de la matiére grasse, de ’humidité, de I’extrait sec total et

(01T =TT OSSPSR 36
5. Recherche de bactéries productrices de lPasesS.........ooviererireririeenese e 37
5.1. Préparation des 6chantillons............cccccoiiiiiii e 37

5.2. Milieux utilisés et mise en CUITUIE.........cccveieiiiiiiii e 37

5.3. Dénombrement des SOUCHES .......c.eiieiiie e 38

5.4. I1solement des SOUChES HHPOIYLIQUES .........cccoieiiiieiiiiese s 39

5.5. Conservation des isolats HPOIYLIQUES ........c.ccoveiiiiiiiiiecec e 39

5.6. Screening des isolats potentiellement lipolytiQUES..........cceovvvevieiiiiiic i, 40

5.7. Caractérisation des isolats HPOIYLIQUES .........ccooueieiiiiniiinieiee s 40

5.7.1. Etude morphologique et CUIUFlE.............c..ceveeveeererieeeeieeeeseeeee e 40

5.7.2. Test de mannitol-MOBDITItE .........veeeeeeeeee et 41



B.7.3.Test de 1a Catalase ......coovveeeeeieee 41

5.7.4. TesSt de SPOrUIALION ........cc.civiiiiiiiiieie e 41

6. Production de [IPSES .......ccviiieiicie ettt et te e ns 41
6.1. MIlIEUX 08 CUITUIE ... s 43

6.2. Culture en milieu liquide des isolats producteurs de lipases...........c.ccocervrvrennne. 43

6.2.1. Préparation d’in0CUulumL..........cooviiiiiiiiiiiicc e 43

6.2.2. MISE €N CUITUIE ..oviieieieee e 44

6.3. Préparation de 1’enzyme lipase a partir de bouillon de la culture ....................... 44

6.4. Dosage de I’activité lipasique par titration............ceeveeverieninieiseese e 44

6.5. Détermination de I’activité spécifique de I’extrait brute.............ccccocvvviniennnn, 45

7. ERUOE SEALISHIUE. .....cv.veeeceeeeee ettt ettt ettt en et 46
RESULTATS ET DISCUSSION.......uiiiiiie ittt nne e 48-73
1L RESUITALS ...ttt et bbb b e bt n et e bbb nenre s 48
1.1. Collecte des données sur les échantillons.............cocviinininniene s 48

1.1.1. Identification d’INtEIVIEWET'S ....c.ueeeiuvreeiireeiieresireeesteeesreeesre e sae e sneee e 48

1.1.2. Matiere premiere @ lait...... ..o 48

1.1.3. Prépération du beurre cru et du SMEN .......ccccveveiieiie e 48

1.2. Analyses phySICOCRIMIQUES ......ccveiveiiiiiicie et 51

1.3. Recherche de bacréries productrices de lipases .........ccccooererrereneienieneiseneens 51

1.3.1. Dénombrement de la flore totale et la flore lipolytique.........c.cccevneeees 51

1.3.2. Isolement de souches lPOIYLIQUES .......ccvevveeiieeieiieieec e 53

1.3.3. Screening des isolats potentiellement lipolytiques ...........cccoeevevieeneee. 53

1.3.4. Caractéristiques des isolats lipolytiqUeS ..........ccccceereireneinienereeens 56

1.3.4.1. Examen macroscopique et MiCroSCOPIQUE .......covevververeeruerierienn 56

1.3.4.2.Caractéristiques physiologiques et biochimiques des isolats

FIPOIYEIQUES ...ttt e e e e et e et e e sa b e e be e s bt e e beesaeeabeeareas 60
1.4. Dosage d’activité lIPASIQUE ......ccvuvieieeririeiieiii e 60
1.5. Détermination de I’activité spécifique de I’extrait brute..........ccccovviviriviinnnnnn. 65
P B 1S 0 ] [ o OSSPSR 67
CONCIUSION BT PEISPECTIVES ... .vieiieiiie ettt et e et e e ra e e reesnre e 74
Références bibliographiqUES...........cc.ooiiiiiii i 76
Annexes

Résumés



Liste des figures

Figure 1: représentation schématique des étapes de la production du beurre (Fox
Y= | B 0 ) SRS SSSSTPSN 5
Figure 2 : microstructure du beurre a température ambiante (Walstra et al., 2005) ................. 6

Figure 3 : étapes de fabrication du beurre cru algérien (Benkerroum et Tamime, 2004 ;

Lahsaoui, 2009 ; Bendimerad, 2013).......cccciiuiiiieiiieiie i ra e 9
Figure 4 : types de barattes traditionNelleS.............covvieiiiiiiie e 9
Figure 5 : beurre cru et babeurre (Makhloufi, 2013)........cccceiiiiiiiiiiece e 10
Figure 6 : différentes étapes de préparation du SMEN ..........ccceveiiieiierereiese e 14
Figure 7 : image simplifiée du repliement 3D des lipases (Jaeger et al., 1999)..........ccc....... 25
Figure 8 : réactions catalysées par les lipases (Casas-Godoy et al., 2012) .........cccecvevverinennene 26

Figure 9 : mécanisme d’action catalytique (transesterification) des lipases (Jegannathan et al.,

Figure 11 : localisation des régions de prélevement (Djazairouna 1’Atlas pratique de
PPALGEIIE, 2004) ..ttt E et b e n e e e 34
Figure 12 : différents échantillons collectés (Smen et Deurre Cru).........ccoceevveneineneneienenns 35
Figure 13 : Schéma globale du protocole de culture et de dosage enzymatique de chaque

Bradford pour la détermination 1’activité SpECIfIQUE.........ccvvvreeiiieiiiiee e 46

Figure 15 : diagramme du procédé de préparation de nos échantillons du beurre cru et du

Figure 16 : développement des souches lipolytiques sur des boites de Pétries contenant les

milieux GNy (A) et le GNjo (B) de 1’échantillon de beurre Cru........cooovvveieierenene e 52
Figure 17 : hauteurs de lyse selon la méthode de Tansey (1971).......ccccocvvviereneienenenennenn 54
Figure 18 : répartition des isolats selon la hauteur de lyse sur le milieu GNty solide............ 54
Figure 19 : répartition des souches isolées selon la forme des cellules (%).........c.ccccevveevrenene 56

Figure 20 : aspect macroscopique et microscopquie de quelques isolats aprés 7 jours de
oL (0= SRR 59
Figure 21 : dendrogramme de la classification ascendante hiérarchique (CAH) des 49
souches sur la base de leur activité lipolytique (Lip) indépendamment des 3 milieux de
cultures utilisés (BNT, BNH €1 BNHT) ...ovovriueieieieiccee ettt 62


file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604115
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604115
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604116
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604117
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604117
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604118
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604119
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604120
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604121
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604121
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604122
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604123
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604123
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604124
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604125
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604125
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604126
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604126
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604127
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604127
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604128
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604128
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604129
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604130
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604131
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604132
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604132
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604137
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604137
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604137

Figure 22 : bi-plot de I’analyse en composante principale discriminant les 4 groupes issus des
49 souches étudiées apres une analyse CAH ... 63
Figure 23 : hiérarchisation des 4 groupes (rouge pour Lip+++, rose pour Lip++, vert pour
Lip+ et bleur pour Lip+/-) obtenus sur la base de leur activité lipolytique en fonction du

U ITEU B8 CUITUIE ..ttt nmenemnnnee 64


file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604138
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604138
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604139
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604139
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604139

Liste des tableaux

Tableau 1 : teneur en éléments nutritifs de 100 g du beurre (Chandan et Kilara, 2010) .......... 4
Tableau 2 : éléments structuraux du beurre (Walstra et al.,2005) .........cccovvervivevieieiiesienns 6

Tableau 3 : caractéristiques physicochimiques du smen (Tantaoui-Elaraki & EI Marrakchi,

1987 ; Bendimerad, 2013) .....cceoiiiiiie e et 11
Tableau 4 : smen consommes dans différentes régions du monde.............ccoceveviiireneienennn. 13
Tableau 5 : altérations les plus rencontrés dans le beurre (Budhkar et al., 2014)................... 17

Tableau 6 : exemples de micro-organismes producteurs de la lipase cités par Treichel et al.

(2010) et MeSSIas €t @l. (2011) ....cciiiiieieieieeie et 22
Tableau 7 : présentation des échantillons du beurre cru et du SMen .........cccceeeveveveinseennae 33
Tableau 8 : milieux utilisés pour I’isolement des souches lipolytiques .........ccooevvrerirennnnne. 38
Tableau 9 : abréviations ULHTISEES .........civiiiiiiiiiiceeee e 39

Tableau 10 : solutions utilisées pour la réaction colorimétrique permettant le dosage de
I ACHIVILE TIPASIQUE. ...ttt b e n e nb e e 45
Tableau 11 : résultats des analyses physicochimiques du beurre cru et du smen ................... 51
Tableau 12 : effectif de la flore lipolytigue par rapport a la flore totale dans les
échantillons exprimé en Log (UFC/Q) .....ccuieriiiiiiieiierieee et 52
Tableau 13 : répartition de D’effectif des isolats lipolytiques obtenus selon leurs milieux
d’iS01emMENE €L IEUIS OFIGINES. ... .eiuieiieiieiieie ettt sttt e enes 53

Tableau 14 : mesure de la hauteur de lyse (mm) sur milieu GNty a 37°C aprés différents

temps d’incubation des 49 isolats SEIECLIONNES ..........c.ccvevieiieieiece e 55
Tableau 15 : examen macroscopique et microscopique des isolats de forme coque .............. 57
Tableau 16 : examen macroscopique et microscopique des isolats de forme Béatonnet ......... 57

Tableau 17 : examen macroscopique et microscopique des isolats de forme filamenteuse ...58
Tableau 18 : caractéristiques physiologiques et biochimiques des isolats lipolytiques.......... 60
Tableau 19 : activités des lipases extracellulaires en U/mL des isolats sur les trois milieux
[IQUIAES INCUDES & 37°C ...ttt bbb 61
Tableau 20 : comparaison des activités lipolytiques des 4 groupes obtenus par CAH et par
milieu de culture aussi en utilisant une analyse de variance au seuil de signification de 5% ..65
Tableau 21 : activités spécifique des lipases extracellulaires des isolats cultivés sur les trois

milieux liquides incubés a 37°C exprimees en U/mg de protéines ..........ccooevererenerenenennnns 66


file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604477
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604478
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604479
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604479
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604480
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604481
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604482
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604482
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604483
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604484
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604485
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604486
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604486
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604487
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604488
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604488
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604489
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604489
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604490
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604490
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604491
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604492
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604493
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604494
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604495
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604495
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604497
file:///E:\Memoire%20magister%20nora\memoire%20nora.docx%23_Toc471604497

Liste des abréviations

ACP Analyse en Composante Principale

ANOVA Analyse de la variance

BN Bouillon Nutritif

BSA Sérum Albumine Bovine

CAH Classification Ascendante Hiérarchique

DO Densité Optique

D Dimension

EB Echantillon du Beurre cru

ES Echantillon du Smen

ESD Extrait Sec Dégraissé

EST Extrait Sec Total

FAO Organisation des Nations unies pour I’alimentation et I’agriculture
h heure

H Addition de I’Huile d’olive au milieu de culture

H,0, Peroxyde d'Hydrogéne

] jour

JO Addition de Jaune d’Euf au milieu de culture

JORA Journal Officiel de la République Algérienne

KDa Kilo Dalton

MG Matiére Grasse

min minutes

OoMS Organisation Mondiale de la Santé

pH potentiel d'hydrogéne

rpm round par minute

SARL Société A Responsabilité Limitée

SG Souche isolée sur milieu Gélose nutritive additionné de 1’huile et de Tween 80
SS Souche isolée sur milieu Sabouraud dextrose additionné de I’huile d’olive
T Addition de Tween 80 au milieu de culture

TH Addition de I’Huile d’olive plus le Tween 80 au milieu de culture
U Unité enzymatique

UFC Unité Formatrice de Colonies

uv Ultraviolet



Liste des annexes

Annexe 1 : questionnaire

Annexe 2 : milieux de culture et solutions

Annexe 3 : matériels et appareillages

Annexe 4 : aspect macroscopique et microscopique des isolats aprés 7 jours de culture
Annexe 5 : protocoles

Annexe 6 : fiche technique de Food Scan

Annexe 7 : résultats en chiffres de 1’évaluation des hauteurs de lyse des isolats faiblement

lipolytiques, de mesure de pH a la fin des cultures et de dosage des protéines

Annexe 8 : valorisation scientifique






Introduction

Le beurre a été utilisé non seulement comme aliment, mais aussi a usage cosmétique,
médical et pour les cérémonies religieuses (Buldo et Wiking, 2016). En Algérie, le beurre cru
(Zebda) et le smen (Dhan) ont été la fierté de la tradition culinaire depuis des siecles (Idoui et
al., 2010). Leur préparation est faite selon un savoir faire spécifique a la région et transmis
d’une génération a une autre, ces deux produits possédent une qualité microbiologique
composée d’une flore indigéne locale qui reflete les conditions climatiques de la région
(Bensalah et al., 2011). Pendant leur conservation, la qualité organoleptique et nutritionnelle
se modifient. Ces modifications sont caractérisées par un développement d’odeur et de goft
provoquees principalement par des microorganismes dotés d’activités lipolytiques (ldoui et
al., 2013 ; Bereda et al., 2014).

Un grand nombre de microorganismes produisent des lipases extracellulaires et en
particulier les bactéries. Les lipases appartiennent a la superfamille des hydrolases a
repliement o/p et sont présentes dans I’ensemble du monde vivant. L’intérét porté sur la
recherche des lipases microbiennes est justifié par leurs importances dans différents
applications industrielles (Christokopoulos et al., 1992 ; Rapp et Backhaus, 1992). Les
enzymes lipolytiques constituent un groupe d’enzymes qui catalysent la dégradation des
lipides et de fagon plus générale I’hydrolyse des esters d’acides gras. De par leurs propriétés
physico-chimiques et catalytiques, elles représentent aujourd’hui I’un des enjeux majeurs des
biotechnologies. En effet, de nombreux produits font appel a ces enzymes dans leur processus
de fabrication. Elles interviennent pour la production d’aliments, de médicaments ou encore
de papier. Elles ont également pris une place importante dans des applications domestiques.
Elles sont souvent plus Economiques et générent moins de déchets que les transformations

chimiques (Kerviel, 2014).

Parallelement a la diversification de leurs applications, les lipases microbiennes ont été
particulierement étudiées en raison de la facilité d'obtention comparée a ceux provenant de
sources animales ou végétales, d'avoir une plus grande stabilité vis-a-vis de la température,
des détergents et des enzymes proteolytiques (Messias et al., 2011), de ’efficacité, de la
pureté et d’une large gamme de specificité du substrat (Treichel et al., 2010). De plus,
I’intérét accru des enzymes lipolytiques oriente la recherche vers la découverte de souches
lipolytiques et d’enzymes plus performantes et plus spécifiques que celles actuellement

connues (Kerviel, 2014).

Nous avons choisi le smen et le beurre cru comme source pour isoler les souches

lipolytiques, le choix de ces produits est basé sur leurs richesses en matiere grasse et leurs
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Introduction

particularités, cette étude s’inscrit dans une continuité de travaux déja réalisés antérieurement
en Algérie et qui ont ciblé la production des lipases par les bactéries lactiques isolées du
beurre cru (Guessas et al., 2012 ; Idoui et al., 2013 ; Guetouache et al., 2014 ; Latreche,
2016).

L’objectif de notre travail est la recherche et I’isolement de souches bactériennes
autochtones productrices de lipases a partir de deux échantillons : le beurre cru et le beurre

fermenté Dhan (smen), et I’évaluation du potentiel de leurs activités lipolytiques.

Notre manuscrit est structuré en trois parties. La premiére partie est consacrée a une
synthése bibliographique articulée autour d’un premier chapitre sur le beurre cru et le smen
ainsi leurs procédés de fabrication. Le deuxiéme chapitre donne une caractérisation de la flore

du beurre cru et du smen et le troisieme chapitre est consacré pour les lipases microbiennes.

Dans la seconde partie du manuscrit, nous décrivons le matériel et les méthodes
utilisées tout au long de notre travail. Elle comporte la caractérisation physicochimique du
beurre cru et du smen, I’isolement et la caractérisation des souches bactériennes lipolytiques
ainsi que I’étude et la comparaison de production de lipases par les souches bactériennes
lipolytiques isolées. La derniére partie du manuscrit est consacrée aux résultats et discussion.

Une conclusion complétée par des perspectives achevera ce manuscrit.
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Synthése bibliographique Chapitre 01 : beurre cru et smen

Chapitre 01 : beurre cru et smen
1. Beurre
1.1. Définition

La production du beurre est une ancienne méthode de préservation de la matiére grasse
du lait, qui est une partie essentielle de sa valeur nutritionnelle. Le beurre peut étre fabriqué a
partir du lait de différentes especes animales, par exemple : les brebis, les chevres, les
chamelles, les bufflonnes et les vaches, mais la principale source pour la production du

beurre, aujourd'hui, est le lait de vache.

Selon la commission du Codex Alimentarius de 2011 conformément au programme
mixte FAO/OMS sur les normes alimentaires, le beurre est un produit gras dérivé
exclusivement du lait, sous forme d’une émulsion du type eau dans I'huile. Une portion de
100 g du beurre doit contenir au minimum 80 g de la matiére grasse, au maximum 16 g d'eau
et 2 g de la matiere séche dégraissée du lait (lactose, protéines, minéraux) (Mortensen, 2011 ;
Deosarkar et al., 2016). Le beurre peut également contenir des solides du lait, des cultures
bactériennes, du sel et un colorant alimentaire (Paul, 2010). Il n’existe aucune spécification
concernant la teneur en sel et le pH du beurre dans la norme Codex de 2011, mais ces
spécifications peuvent étre trouvées dans la législation nationale (Mortensen, 2011 ;
Deosarkar et al., 2016).

Les principales propriétés du beurre sont : la couleur qui varie de jaune clair au jaune
foncé, cette couleur est influencée par la quantité de p-caroténe présente dans les fourrages
des animaux par conséquent dans le lait; la saveur caractéristique du beurre qui varie en
fonction de I’alimentation de 1’animal et la consistance optimale du beurre qui est lisse,

Iégerement ferme et plastique (Buldo et Wiking, 2016).
1.2. Composition nutritionnelle

Le beurre est considéré comme un aliment riche en nutriments essentiels comme les
lipides, les minéraux, les vitamines et les acides amines, qui sont importants pour le bon
fonctionnement du corps (tableau 1). Le beurre a une teneur en acide gras saturés d’environ
51,4 % tels que l'acide palmitique et stéarique, cette teneur est le double de celle de la creme
et d’autres produits laitiers (Hae-Soo et al., 2013). Cependant, 15 % d’acide gras sont a chaine
courte et moyenne, particulierement digestes et 3 a 5 % des acides gras essentiels
polyinsaturés (acide linoléique et linolénique). Le beurre est la seule matiére grasse qui

apporte de la vitamine A en quantité notable (une ration journaliére de 24 g couvre environ
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30 % des besoins en vitamine A) (Romain et al., 2008). On trouve en outre des phosphatides
(de 0,2 a 1 %) et du caroténe (de 3 a 9 ppm) (FAO, 1995).

Tableau 1 : teneur en éléments nutritifs de 100 g du beurre (Chandan et Kilara, 2010)

Nutriments Unités Beurre Salé Beurre non salé
Poids G 100 100
Humidité % 15,87 17,94
Energie kcal 717 717
Energie kj 2999 2999
Protéine g 0,85 0,85
Matiére grasse g 81,11 81,11
Les acides gras saturés g 51,368 51,368
Les acides gras mono-insaturés g 21,021 21,021
Les acides gras polyinsaturés g 3,043 3,043
Cholestérol mg 215 215
Glucides g 0,06 0,06
Fibre alimentaire g 0 0
Calcium mg 24 24
Fer mg 0,02 0,02
Magnésium mg 2 2
Phosphore mg 24 24
Potassium mg 24 24
Sodium mg 576 11
Zinc mg 0,02 0,09
Cuivre mg 0 0,016
Manganése mg 0 0,004
Sélénium ug 1,0 1,0
Vitamine C mg 0 0
Thiamine mg 0,005 0,005
Riboflavine mg 0,034 0,034
Niacine mg 0,042 0,042
Acide pantothénique mg 0,110 0,110
Vitamine B 6 mg 0,003 0,003
Acide folique g 3 3
Vitamine B 12 g 0,17 0,17
Vitamine A g 684 684
Vitamine D g 60 60
Vitamine E g 2,32 2,32
Vitamine K g 7,0 7,0
Tryptophane g 0,012 0,012
Thréonine g 0,038 0,038
Isoleucine g 0,051 0,051
Leucine g 0,083 0,083
Lysine g 0,067 0,067
Meéthionine g 0,021 0,021
Cystéine g 0,008 0,008
Phénylalanine g 0,041 0,041
Tyrosine g 0,041 0,041
Valine g 0,057 0,057
Arginine g 0,031 0,031
Histidine g 0,023 0,023
Alanine g 0,029 0,029
Acide aspartique g 0,064 0,064
Acide glutamique g 0,178 0,178
Glycine g 0,018 0,018
Proline g 0,082 0,082
Serine g 0,046 0,046
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L'eau et la matiére séche forment le non gras, I'eau provient de la créme et une partie
est ajoutée lors du lavage du beurre. La matiére séche est composée de lactose (de 0,1 a
0,3 %), d'acide lactique (0,15 % dans le beurre de creme acide), de matiéres azotées (de 0,2 a
0,8 %) dont la caséine (de 0,2 a 0,6 %), la lactalbumine (de 0,1 a 0,05 %), les protéines
membranaires, les peptides et les acides aminés (traces). On trouve aussi des sels, autres que
le NaCl (d'apport : 0,1 %) et des métaux lourds. La teneur en air du beurre varie de 0,5 a
10 mL pour 100 g selon le procédé de fabrication (FAO, 1995).

Le faible point de fusion du beurre le rend digeste avec un temps de séjour dans
I’estomac plus faible que celui des autres matiéres grasses animales et une vitesse

d’absorption plus grande (Romain et al., 2008).

1.3. Propriétés

1.3.1. Microstructure

La fabrication du beurre nécessite une inversion de phases (figure 1), c’est-a-dire,
transformation d’émulsion de globules gras dispersés dans une phase aqueuse (lait écrémé) en

une émulsion de gouttelettes d’eau dans une phase continue lipidique (Romain et al., 2008).

Séparation Barattage Barattage
—_— —— e
Vidange

Lait Creme Pet_its
grains grains

Figure 1 : représentation schématique des étapes de la production du beurre. Le noir désigné, la phase
continue aqueuse et le blanc indique, la phase continue lipidique (Fox et al., 2015)

Au plan physicochimique, le beurre est constitué, principalement, de la matiére grasse
du lait qui existe dans le beurre sous deux formes différentes : globulaire et libre. Une partie
de la matiére grasse sous ces deux formes est a I'état cristallisé et un peu a I'état liquide. La
dureté et la consistance du beurre dépendent donc de la proportion et de la composition de ces
deux formes de matiére grasse (Fox et al., 2015).

Les caractéristiques physicochimiques de la matiére grasse du lait varient avec la race,
la période de lactation et de I'alimentation, il en résulte des fluctuations au cours de lI'année.
Ainsi, en été la proportion des acides gras insaturés, plus mous et plus grande qu'en hiver. Les
agglutinines peuvent s'associer a la couche périphérique des globules gras individuels et

favoriser leur juxtaposition sous forme de grappes de plusieurs centaines d'unités, facilitant
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d'autant l'ascension de la matiere grasse. De plus, certains globules ont une membrane plus ou
moins enveloppante et forment ainsi différents types d’agglomérations de globules gras cela

donne au globule gras un réle prépondérant dans la fabrication du beurre (Lapointe-Vignola,
2002).

La figure 2 et le tableau 2 donnent la microstructure du beurre.

Globules Membrane Cristaux de Gouttelette  Bulles
Gras globulaire matiére grasse aqueuses  d'air

Figure 2 : microstructure du beurre a température ambiante (Walstra et al., 2005)

Tableau 2 : éléments structuraux du beurre (Walstra et al., 2005)

Concentration Pourcentage . .
o . . Dimension
Eléments approximative dans le beurre (um)
(mL™Y) (%, VIV) B

Globules gras 10" 10-50° 2-8
Cristaux de matiére grasse 108 10-40¢ 0,01-2
Goulttelettes d'eau 10" 16 1-25°

Bulles d'air 10° ~2 » 20

a: avec (pour la plus grande partie) une membrane compléte ; b : a des températures supérieures principalement
a l'intérieur des globules de matiére grasse ; ¢ : a basse température formant des réseaux solides ; d : dépend
étroitement du travail ; e : dépend étroitement de la température
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1.3.2. Consistance

Le beurre est une matiére plastique : il peut étre déformé de facon permanente sans
perdre sa cohérence et ses propriétés solides. Dans le beurre plusieurs facteurs sont
importants, il doit étre ferme, un dégagement de I’huile est tout a fait indésirable. Le beurre
doit étre facilement tartinable et fondu facilement dans la bouche sans sensation de gras ce qui
implique que la graisse doit fondre complétement a 35°C. Parmi les variables qui influent sur

la fermeté de beurre sont :

- L’augmentation de la température diminue la fermeté par son influence sur la teneur en
matiére grasse solide ;

- La composition de la matiére grasse a un effet considérable sur la fermeté, elle varie selon
I’origine et I’alimentation de 1’animale ;

- Le malaxage provoque une diminution de la fermeté ;
- Le procédé de fabrication et les conditions de stockage (Walstra et al., 2005).
2. Beurre cru

Le beurre cru est préparé a partir de lait qui n’a pas subi un traitement thermique
(Idoui et Karam, 2008). Dans le passé, la fabrication du beurre était basée sur la séparation de
la creme de lait par sédimentation sous la gravité, suivie d'un barattage manuel dans des
barattes en bois ou dans des peaux de chevre en Afrique (Buldo & Wiking, 2016 ; Deosarkar
et al., 2016). Cependant, la qualité du beurre a longtemps été médiocre par manque d’hygiéne
et de maitrise technologique. Il a fallu attendre le milieu du XX°® siécle pour assister a la prise

en compte de I’importance de 1’hygiéne (Boutonnier, 2007).

En Algérie, le beurre cru est nommé "Zabda" (Idoui et Karam, 2008), et il est nommé
"Zebda beldia", "Zebda baladi" et "Zebda beldi" dans les payés Arabes (Benkerroum, 2013).
Aussi, il est nommé "Kibe" en Ethiopie (Bereda et al., 2014) et connu sous le nom "Zibdeh
baladieh" dans d'autres pays du Moyen-Orient (Idoui et al., 2010).

2.1. Procedé de preparation du beurre cru

En Algérie, les fermiers préparent du beurre en utilisant une méthode traditionnelle,

les étapes de préparation sont représentees dans la figure 3.
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Le lait cru est laissé coaguler spontanément a la température ambiante qui peut
prendre jusqu'a 24-72 heures en fonction de la température pendant les saisons d'été et d'hiver.
A la gélification, le produit est appelé « Reyeb » (Idoui et al., 2010).

Le lait fermenté (Reyeb) subit un barattage et un écrémage dans une jarre en terre cuite
(Sakili et Issoual, 2003) ou dans la Chekoua qui est une peau de chévre ou de
brebis (figure 4) ou la peau de I’animal non fondue est tannée puis confectionnée sous forme
de sac imperméable par nouaison des différentes ouvertures, 1’ouverture de cou de 1’animal
constituera le col ou la bouche de la Chekoua (Benkerroum et Tamime, 2004 ; Aissaoui et al.,
2006).

La baratte est remplie a moitié du Rayeb. Ensuite, elle est bien secouée
vigoureusement durant une demi-heure. La formation des globules gras (beurre) est jugée par
le changement du " son " qui se produit a I’intérieur. Pour aider 1’agglomération des particules
du beurre, L’eau est habituellement ajoutée (environ 10 %) a la fin de la période de barattage,
chaude (40-50°C) ou froide en fonction de la température du lait (Benkerroum et Tamime,
2004).

A la fin du barattage, deux phases apparaissent. L une est solide ce sont les grains du
beurre, ’autre est liquide c’est le babeurre (figure 5) (Boutonnier, 2007). Ensuite, le beurre
frais est retiré manuellement. Les globules gras apparaissant en surface sont séparés par une
cuillere perforée (Benkerroum et Tamime, 2004) ou se réunissent avec les mains ou bien
filtrer a ’aide d’un tissu en coton (Tantaoui-Elaraki et EI Marrakchi, 1987). Puis un ou deux
lavages sont effectués a 1’eau froide pour éliminer un exces de la matiére non grasse et
raffermir les grains du beurre. La phase aqueuse est éliminée a nouveau partiellement par
égouttage gravitaire. Enfin, les grains du beurre sont regroupés en une masse qui est malaxée
pour permettre d’homogénéiser la totalité du beurre et d’améliorer la dispersion de 1’eau qui,

par voie de conséquence, garantit une durée de conservation acceptable (Boutonnier, 2007).

Le beurre cru est un aliment fragile et altérable par la chaleur, ou par d’autres facteurs
capables de nuire a sa qualité physicochimique, microbiologie et organoleptique. Donc, il est
primordial d’assurer sa conservation & basse température ou le consommer dés sa production. Afin
de mieux conserver ce produit, il est nécessaire de le transformer en produit dérivé. Ce dernier est
connu chez les nomades sous le nom du « Dhan » et conservé traditionnellement dans un récipient

a température ambiante (Makhloufi, 2013).
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Lait cru Acidification spontanée
v a temperature ambiante de 24h a 72h
Lait coagulé
Rayeb
Barattage
l A 4
Beurre cru (doux) J Babeurre (Lben)

e Lavage
e Malaxage manuel

\4

Conditionnement

Figure 3 : étapes de fabrication du beurre cru algérien (Benkerroum et Tamime, 2004 ;
Lahsaoui, 2009 ; Bendimerad, 2013)

Figure 4 : types de barattes traditionnelles
A. La Chakoua fabriquée avec la peau de chévre (Makhloufi, 2013) ; B. La Chekoua
fabriquée avec la peau de mouton (Maghnia, 2011) ; C. Jarre en terre cuite obturée par un
morceau de peau de I’animal (O'mahony et Bekele, 1985)

9
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Babeurre

Beurre
cru

Figure 5 : beurre cru et babeurre (Makhloufi, 2013)

3. Smen ou Dhan
3.1. Définition

Le terme « smen » désigne généralement des produits préparés de facon artisanale a
partir du beurre cru par lavage et salage, puis conditionnement dans des pots en terre et
conservation a l'abri de I'air et de la lumiere pour une durée variable d'au moins six mois.

Cette technologie générale est susceptible de quelques modifications, selon les provinces :
- Le beurre cru peut étre fabrique a partir d'un mélange de laits (vache et chévre) ;

- Avant le salage, le beurre peut exceptionnellement subir une cuisson de 1 h a 1 h 30 pour

favoriser une certaine évaporation de I'eau ;

- Le smen aprés salage, mais avant son conditionnement, peut étre aromatisé de thym sous

forme de fragments de la plante ou d'extrait (EI Marrakchi et al., 1986).
2.2. Composition et valeur nutritionnelle

La composition du smen englobe généralement trois parameétres (tableau 3) : la teneur
en eau, la teneur en extrait sec dégraissé et la teneur en matiére grasse (Chakir, 1985). Le
smen a des valeurs relativement faibles d’humidité et de pH, mais des quantités élevées
d’acides gras libres et de NaCl (Sakili et Issoual, 2003). Donc sa composition est trés
différente de celle du beurre cela est dii a ’exsudation de 1’eau observée au cours de

I’entreposage de produit et/ou la dégradation microbienne des constituants (Chakir, 1985).

10
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Selon EI Marrakchi (1986), au cours de la conservation du smen une augmentation
progressive des acides gras libre est produite, les courtes chaines (C4-Cyo) sont les premiers a
étre libérées suivi d’acides gras insaturés, principalement, 1’acide oléique (Cyg: 1). Alors que
les acides gras saturés (Ci-Cy) sont les dernieres a étre libérés dans le produit.
Triqui et Guth (2001) dans leurs études, ont conclu que les acides butanoiques et hexanoiques

sont les clés odorantes de la saveur traditionnelle du smen.

Ce produit tres apprécié par le consommateur pour ses qualités gustatives et
diététiques, est utilisé comme additif des produits alimentaires pour remonter le godt et
I'ardbme de certaines recettes traditionnelles (Couscous, tajine, poulet, etc.). Sa propriété
d'aliment de forte énergie est exploitée en médecine traditionnelle pour atténuer les douleurs
de la sensation du froid qui accompagne la toux, le rhumatisme et le traumatisme osseux (voie

orale et massage) (Sakili et Issoual, 2003).

Tableau 3 : caractéristiques physicochimiques du smen (Tantaoui-Elaraki & EI Marrakchi,
1987 ; Bendimerad, 2013)

Parameétres Unités Valeurs Mal_'ge_ de
moyennes variation
Matiere grasse totale 0/100 g 81,0 76-87
Humidité % 14,0 10-20
Matiére séche dégraissée % 5 2,5-7
NaCl % 15 0,9-3,4
Lactose 0/100 g 1,2 0,6-2
Protéines 0/100 g 3,2 2,2-4
Lipides insaponifiables 0/100 g 0,3 0,2-0,5
Indice d’acide mg KOH/g lipide 52,0 12-108
Indice de peroxyde meqg/kg lipide 3,7 0,4-24

3.3. Procédés de préparation

Le smen est un produit laitier fermenté, fabriqué a partir du lait cru entier par des
méthodes empiriques basées sur des expériences de I'ancien temps. Le beurre cru obtenu par
barattage du lait fermenté (8 2. Beurre cru) est lavé et malaxé, le but du lavage est d'enlever le
Lben restant dans le beurre afin d'éliminer la phase aqueuse et la plupart des nutriments qui
pourraient contribuer a la croissance microbienne donc permettre au smen d’étre stocké

pendant une longue période (Tantaoui-Elaraki et EI Marrakchi, 1987 ; Sakili et Issoual, 2003).
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Apres cette étape, le smen peut étre préparé, selon deux méthodes :
3.3.1. Salage sans cuisson

Un lavage du beurre a I’eau chaude est utilisé en premier, suivi par 1’eau légerement
salée. Le sel sec est utilisé pour le salage avec une quantité globale d'environ 100-120 g par
kg du beurre cru. Cette opération est difficile, car elle nécessite d'homogénéiser le sel et le
beurre. Le sel est généralement ajouté progressivement, tandis que le beurre est travaillé de
fagon continue. Ensuite, le beurre salé est introduit dans des jarres en terre cuite dont sont
remplies soigneusement pour éviter d'incorporer 1’air dans le beurre qui peut provoquer une
oxydation indésirable. Les pots en terre cuite sont fermés hermétiquement et entreposés dans
un endroit frais et obscur a température ambiante. Aprés quatre a six mois le beurre salé a
généralement mari en smen, cependant le stockage peut nécessiter d'étre plus long (Tantaoui-
Elaraki et EI Marrakchi, 1987).

Cette préparation fait ressortir les caractéristiques suivantes : absence de tout
traitement thermique, le salage constituant le seul élément de conservation et les conditions de
stockage sont également originales : anaérobiose et température ambiante (ElI Marrakchi
etal., 1986).

3.3.2. Salage et cuisson

Le beurre cru est placé dans une cuve en acier inoxydable ou en aluminium, ou dans
une casserole en fer ou en cuivre. Le beurre est alors chauffé sous agitation continue jusqu'a
liguéfaction (50-60°C) ensuite le sel est ajouté a un taux d'environ 2-4 % de poids du beurre.
Puis le beurre liquéfié est chauffé a 90-96°C, au cours du chauffage, une écume est produite
qui est connue sous le nom d’écume d'ébullition. A ce stade, le niveau de chauffage doit étre
réduit. Aprés la disparition de 1I’écume, au bout d'un certain temps une autre ébullition
commence, des particules flottantes apparaissent qui sont essentiellement constituées des
protéines et des phospholipides sont enlevées ou non selon la préférence des fabricants. En
géneéral, a 103-107°C, la plupart des particules précipitent au fond de la cuve. Une agitation
continue pendant I'ébullition est trés importante pour éviter tout défaut de surcuisson ainsi que

le temps auquel le chauffage et I'agitation doivent étre arrétés.

Généralement, le beurre chauffé salé est filtré a travers un tissu pour éliminer toute
matiére étrangére mélangée avec le beurre, si il est de bonne qualité cette étape est négligée.

Pour le conditionnement, de nombreux récipients peuvent étre utilisés par exemple : les
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bocaux en verre de couleur foncée pour éviter I'oxydation induite par la lumiére et les jarres
en terre cuite. Alors qu’une température ambiante trop chaude et la lumiére directe doivent

étre évitées pendant le stockage (Abou-Donia et EI-Agamy, 2003).

Les étapes de préparation des différents types de smen sont résumées dans la
figure (6).

3.4. Consommation du smen dans le monde

Le tableau (4) montre quelques préparations traditionnelles du smen et sa

consommation dans différentes régions du monde.

Tableau 4 : smen consommeés dans différentes régions du monde

Nom du Produit .Pa}yg Lait utilisé N _du Usages Références
d'origine produit
Dihin bagar Tchad Vache
Ghee Inde Bufflonne
ou vache alimentaires,
Moyen- hé ;
Samna ou samnah Orient therapeutiques, | (Duteurtre &
Santeiga de garrafa Brésil beurre cosm_ethules et | Koussou, 2007)
(beurre en bouteille) liquide artisanales
Neter gibe Ethiopie (avec
Tesmir Erythrée Vache cuisson) et
conserve préparations
Shar tas (beurre de . culinaires (Accolas et al.
: Mongolie T '
jaune) g principalement 1978)
ajouté au thé
Shmen Algérie Chameau
Semna/Sman Egypteet | Chevre et ?:ﬁl;Uffés Zlf :!'mema_"es’
Tunisie vache -t | therapeutiques, | (Benkerroum,
conserve . 2013)
Tous Tes cosmétiques
Smen Pays du tvpes de Beurre salé
Maghreb yplai ¢ et conservé
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Figure 6 : différentes étapes de préparation du smen
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Chapitre 02 : flore microbienne du beurre cru et du smen
1. Flore microbienne du beurre cru

La charge microbienne du beurre dépend de micro-organismes présents dans les
matieres premieres, les conditions d'hygiene, d’environnement et de stockage (Santos et al.,
2016).

Donc, selon son origine la flore microbienne se divise en : flore originelle (indigene)

et flore de contamination.
1.1. Flore originelle

Le beurre peut contenir tous les germes rencontrés dans le lait. Le lait contient peu de
micro-organismes lorsqu’il est prélevé dans de bonnes conditions a partir d’un animal sain
(moins de 10° germes/mL). Il s’agit essentiellement de germes saprophytes du pis et des
canaux galactophores : microcoques, mais aussi streptocoques lactiques (Lactococcus) et
lactobacilles. Ainsi, le beurre peut contenir des bactéries lactiques d’acidité et d’ardme
comme : Lactococcus lactis, Lactococcus cremoris, Lactococcus diacetilactis, parfois
Leuconostoc qui participent a 1’¢laboration des qualités organoleptiques du beurre (Guiraud,
2003).

1.2. Flore contaminante

En plus des matieres grasses, le beurre contient un faible pourcentage de protéines de
lait, du sucre et de I'eau qui font des substrats appropriés pour les micro-organismes (ldoui et
al., 2010). Les caractéristiques microbiologiques du beurre dépendent d'un grand nombre de
facteurs qui sont liés a la qualité du lait utilisé pour sa fabrication et les conditions de
production (Idoui et al., 2013). En ce qui concerne le lait, il se contamine par des apports

microbiens d’origines divers :

- Féces et téguments de 1’animal : coliformes, entérocoques, Clostridium, éventuellement

entérobactéries pathogenes (Slamonilla, Shigella, Yersinia), etc. ;
- Sol : Streptomyces, Listeria, bactéries sporulées, spores fongiques, etc. ;

- Litiéres et aliments : flore banale variée, en particulier lactobacilles, Clostridium butyriques

(ensilages) ;

- Air et eau : flores diverses dont Pseudomonas, bactéries sporulees, etc. ;
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- Equipements de traite et de stockage du lait : microcoques, levures et flore lactique avec
lactobacilles, streptocoques (Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus), Leuconostoc, etc.;
- Manipulateurs : staphylocoques dans le cas de traite manuelle, mais aussi les germes

provenant d’expectorations, de contaminations fécales, etc. ;
- Vecteurs divers (insectes en particulier) : flore de contamination fécale (Guiraud, 2003).

En conséquence, le beurre peut étre contaminé par les coliformes, les levures, les
moisissures, les bactéries lactiques et psychotropes (Erkmen et Bozoglu, 2016). Parmi ces
micro-organismes, il en est d’inoffensifs, d’autres dangereux du point de vue sanitaire et

d’autres capables d’entrainer la détérioration (Guiraud, 2003).
1.2.1. Flore bactérienne pathogene

Leur origine est variée : infection mammaire, matériel de traite, ensilage, trayeur et
d’autres facteurs liés a la saison. Elle présente un danger pour le consommateur
(Vignola, 2002). C'est le cas de Mycobacterium bovis, Bacillus cereus et des espéces des
genres : Brucella, Salmonella et Listeria en particulier Listeria monocytogenes qui est un
agent de toxi-infection (Richard, 1983).

D'apres Verraes et al. (2015), Salmonella n’a pas été détectée dans tous les
échantillons testés du beurre. Mais Listeria monocytogenes, verocytotoxine produite par
Escherichia coli (VTEC) et Staphylococcus aureus ont été identifiées dans le beurre cru.

Cependant, le beurre n’est pas un milieu trés favorable, ce qui limite les risques (Guiraud,
2003).

1.2.2. Flore microbienne d’altération

Le beurre frais est le plus susceptible a la contamination microbienne (Wilbey, 2005).
Son altération produit un changement de flaveur et la formation d’une odeur désagréable, ce
qui provoque des changements a la fois de texture et d'apparence (Erkmen et Bozoglu, 2016).
Le faite que les microorganismes ne peuvent pas se développer dans la phase grasse de
I'émulsion produite du beurre, met en évidence l'importance de la phase aqueuse de ce
produit, donc la répartition des gouttelettes d'eau en emulsion eau / huile (beurre) est d'une
importance primordiale. Tous les trois grands groupes d'organismes d’origines bactériennes
(Pseudomonas spp.), levuriennes (Candida spp.) et mycéliennes (Geotrichum), ont été
impliqués dans l'altération du beurre en surface provoquant les défauts de flaveur tels que la

putréfaction, le rancissement et / ou le godt de poisson, ainsi que le changement de la couleur
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de surface. Les défauts de flaveur du beurre non salé ont été attribués a la croissance des

coliformes, Enterococcus et Pseudomonas dans la phase aqueuse du beurre (Wilbey, 2005).
Le tableau (5) donne quelques dégradations du beurre et ses principales origines.

Tableau 5 : altérations les plus rencontrés dans le beurre (Budhkar et al., 2014)

Détérioration Facteurs causaux

Détérioration bactérienne e L’¢équipement et I’eau contaminés

e Pseudomonas spp. comme Pseudomonas fragi,
Putridité ou « souillure de surface » et | Shewanella putrefaciens (Alteromonas putrefaciens) et
rancissement hydrolytique Pseudomonas fluorescens qui se développent sur la
surface du beurre et produisent les protéases et les lipases.

e Croissance de Rhizopus, Geotrichum, Penicillium,
Cladosporium  peut  provoquer le  rancissement
hydrolytique ;

e Humidité supérieure a 70 % ;

e Mauvais hygiene personnelle.

La croissance des moisissures produit
un ardme de moisi

Saveur maltée, l'odeur désagreable, e La croissance de Lactococcus lactis var. maltigenes,
et la décoloration noire Pseudomonas mephitica, et Alteromonas nigrifaciens.

La croissance en surface de divers champignons

Changement de couleur : )
produisent des spores colorees.

La croissance de levures telles que Saccharomyces,
Candida mycoderma, Torulopsis holmii.

Production d’acide

Bactéries lactiques : les bactéries lactiques peuvent entrainer une acidité trop forte
dans le beurre qui peut étre antérieure a sa fabrication (Guiraud, 2003). La réduction de pH
par les bactéries lactiques va inhiber de nombreux contaminants, y compris Pseudomonas
spp., mais permet aux levures de croitre si 1’eau libre est disponible et un organisme
anciennement connu sous le Lactococcus lactis var. maltigenes peut étre responsable d'un

défaut de saveur « malté » liée a la formation de 3-méthylbutanal (Wilbey, 2005).

Coliformes : leur détection témoigne une contamination fécale possible. Du point de
vue technologique, elles assurent la fermentation du lactose et produisent des acides et des gaz
(hydrogéne et gaz carbonique). De plus, elles élaborent diverses substances conférant aux
produits des godts et des odeurs tres désagréables. Certaines especes peuvent étre

responsables des infections gastro-intestinales (FAO, 1995).

Flore microbienne psychrotrophe : elle est constituée de microorganismes qui ont la

capacité de se développer a une température égale ou inférieure a 7°C, c’est le cas des
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bactéries du genre Pseudomonas. Ces derniers sont responsables de colorations ou de
décolorations anormales et de mauvais goQts dans le beurre (amer, rance ou putride) a la suite

de la production des lipases et des protéases thermorésistantes (FAO, 1995 ; Guiraud, 2003).

Levures : les levures sont également bien connues, elles provoquent une altération des
produits laitiers. Des genres lipolytiques telles Rhodotorula peuvent se développer a la surface
du beurre a des températures faibles et tolérer des concentrations élevées de sel. Autres
levures associées a l'altération comprennent Candida lipolytica, Torulopsis et Cryptococcus.
Sagdic et al. (2010) ont isolé et identifié quarante-neuf espéces de levures a partir des
échantillons du beurre. La plupart des isolats appartenant au genre Candida (C. kefyr, C.
zeylanoides et C. lambica) et un nombre modéré d'isolats appartenant a des genres
Cryptococcus, Rhodotorula, Saccharomyces et Zygosaccharomyces. Dans une autre étude, six
genres différents de la levure ont été identifiés a partir d'échantillons du beurre : Candida,
Rhodotorula, Debaryomyces, Kluyveromyces, Saccharomyces et Geotrichum (Daijeet, 2012).
Les levures et les moisissures peuvent provoquer des altérations de godt (moisi, acre, malté,
caramélisé, etc.) et entrainer dans le beurre I’apparition de pigmentations anormales et de
gonflements (Guiraud, 2003).

Moisissures : les moisissures restent les plus importants organismes d’altération du
beurre et leurs développements peuvent provoquer une décoloration et une décomposition de
la surface. Les genres majoritaires étant Thamnidium, Cladosporium, Aspergillus,
Penicillium, Mucor, Geotrichum, Alternaria et Rhizopus (Ahmed et al., 2016). Rajaraman et
al. (1994) ont isolé a partir du beurre quarante espéces de moisissures, la plupart des isolats
sont identifiés comme Penicillium purpurogenum et les restes appartenanta : P. citrinum,

P. adametzi, Aspergillus flavus, A. niger, A. terreus, Fusarium spp. et Mucor spp.

Flore protéolytique : les bactéries protéolytiques peuvent dégrader la caséine du
beurre et entrainer un godt de fromage (Guiraud, 2003), elles engendrent aussi un go(t amer

et une odeur aigre. Elles sont représentées surtout par la flore psychrotrophe (FAO, 1995).

Flore lipolytique : les bactéries lipolytiques tels que Bacillus et celles appartiennent
aux familles Micrococcaceae et Pseudomonadaceae (telles que Pseudomonas et
Flavobacterium) détruisent et oxydent les matiéres grasses, entrainant le rancissement du
beurre (Guiraud, 2003 ; Erkmen et Bozoglu, 2016). Ce dernier peut résulter de la lipolyse des
graisses par les lipases microbiennes résiduelles provenant du lait cru ou de la creme. Il peut

également se produire dans le beurre en raison de la croissance des bactéries et des levures
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lipolytiques (telles que Rhodotorula, Candida lipolytica) qui peuvent encore se développer

sur la surface du beurre méme a faible température (Erkmen & Bozoglu, 2016).
2. Flore microbienne du smen

La microflore du smen peut étre affectée par la composition chimique du lait (Kacem
& Karam, 2006), les matiéres premiéres utilisées (a savoir le beurre cru et le sel) (Benkerroum
& Tamime, 2004), la différence des meéthodes de traitement traditionnel : traite, caillage
lactique, extraction du beurre, etc. (El Marrakchi et al., 1988b ; Kacem & Karam, 2006), les
matériaux d'emballage et les conditions de stockage. Par consequent, la connaissance de la
microflore bactérienne impliquée dans la fermentation du beurre est d'une importance
primordiale dans la prévision et la détermination de la qualité finale du smen (Kacem &
Karam, 2006). Le nombre des micro-organismes était généralement faible (comptage des
colonies était entre 0-800 UFC / g) (Triqui & Guth, 2001).

2.1. Flore originelle

Des études diverses sur le smen font ressortir que seuls les lactobacilles parmi les
bactéries lactiques sont présents alors que les streptocoques lactiques, aussi bien les

homofermentaies que les hétérofermentaires sont absents dans les échantillons (Chakir, 1985).

D’autres études montrent la disparition de la flore lactique de smen & partir de
quarantieme jour de conservation (Ismaili Alaoui, 1986). Parmi les lactobacilles isolés au
cours des premiers mois de conservation de smen ; Lactobacillus plantarum et Lactobacillus
casei qui prédominent (Tantaoui-Elaraki & EI Marrakchi, 1987). Les auteurs expliquent ce
résultat par ’effet de salage, 1’épuisement des substances nutritives et I’action inhibitrice des

acides gras libres (Ismaili-Alaoui, 1986).
2.2. Flore contaminante

Divers contaminants sont inévitablement introduits pendant les étapes de lavage, de
malaxage et de conditionnement. Le niveau d'hygiéne adopté par les ouvriers laitiers, la
qualité de I'eau de lavage utilisée et I'état sanitaire des ustensiles sont les causes possibles de

contamination du smen (Benkerroum et Tamime, 2004).
2.2.1. Flore microbienne pathogéne

Selon El Marrakchi et al. (1988b), le smen est exempt aussi bien de germes de
contamination fécale que de microorganismes pathogenes tels que les staphylocoques
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présumés entérotoxinogenes et les salmonelles. Cette absence s'explique par les conditions
dysgénésiques du milieu : salage et forte lipolyse, cela montre que le smen malgré les
nombreuses manipulations que nécessite sa préparation, offrent une garantie sanitaire pour le

consommateur.
2.2.2. Flore microbienne d’altération

Bacteéries : au cours de I'élaboration du produit, les coliformes ne sont plus isolés des
le 40° jour alors que le nombre des entérocoques diminue. Ces observations confirment les
résultats obtenus sur le produit fini, les micro-organismes qui forment la flore normale du
smen (flore aérobie mesophile totale et flore halophile modérée) appartiennent presque tous,
au genre Bacillus et aux espéces B. alvei, B. brevis et B. firmus. La prédominance des Bacillus
s'explique par leur résistance aux effets inhibiteurs du sel et des acides gras libres
(El Marrakchi et al., 1988b).

Levures et moisissures : ces microorganismes sont faibles, voire nuls (Chakir, 1985).
Banquor a enregistré une disparition des levures dans les échantillons aprés 80 a 160 jours de
conservation, les principales levures rencontrées dans le smen appartiennent aux especes
suivantes : Saccharomyces cerevisiae, Pichiakudria vzevii, Saccharomyces sake,
Kluyveromyces lactis, Torulopsis sphaerica, debaryomyces hansenii, Kluyveromyces
bulgaricus, K. marxianicus, Zygosaccharomyces bailii, Clavisporalus itaniae (Ismaili-Alaoui,
1986).

Flore lipolytique : en particulier la lipolyse, est le résultat d'activités enzymatiques
d'origines microbiennes. La lipase naturelle n'a aucun effet en raison de sa sensibilité au
salage (ElI Marrakchi et al., 1988b). Au cours de I'entreposage, le nombre des bactéries
lipolytiques de smen diminue. Au moment d’incorporation du sel (le premier jour), les
bactéries a Gram neégatifs dominent et de I’identifiées comme membres des genres ou
familles : Flavobacterium, Acinetobacter, Pseudomonas, Aeromonas et Enterobacteriaceae.
Présence également des bactéries a Gram positifs appartiennent aux genres Staphylococcus,
Micrococcus et Bacillus. Apres le nombre des bactéries & Gram négatifs diminue de fagon
significative sauf pour les Aeromonas, tandis qu'a l'inverse, le nombre des bactéries Gram
positifs augmente avec une prédominance marquée du genre Bacillus (EI Marrakchi et al.,
1988a).
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Chapitre 03 : lipases microbiennes

Pendant la lipolyse, les graisses et les huiles sont hydrolysées en glycérol et en acides
gras. Les enzymes impliquéees dans ce processus sont généralement appelés lipases. D'autres
enzymes spécifiques de lipides comprennent les estérases et les phospholipases (Adejuwon,
2013). L’hydrolyse des lipides peut étre d’origine microbienne, des 1901, les lipases ont été
mises en évidence chez des bacteéries telles que Bacillus prodigiosus, Bacillus pyocyaneus et
Bacillus fluorescens (dénommeées respectivement, Serratia marcescens, Pseudomonas
aeruginasa et Pseudomonas fluorescens). La présence de lipases chez de nombreux
microorganismes leurs permettent d'utiliser des «sources non-conventionnelles » de carbone
comme les triglycérides ou d’autres lipides contenant des liaisons ester. Ces lipides, ne
pouvant pas traverser les membranes cellulaires de facon passive, doivent étre dégradés dans
le milieu extracellulaire en glycérides partiels et en acides gras libres avant que ces derniers

soient absorbés par les cellules (Fichers et al., 2008).
1. Définition

Les lipases appelées les triacylglycérol acylhydrolases, font partie de la classe des
hydrolases d’esters carboxyliques (E.C.3.1.1.3) avec des difféerentes origines (bactérienne,
fongique, pancréatique, hépatique, gastrique) et des propriétés diverses. Elles peuvent
catalyser I’hydrolyse d’un grand nombre d’esters carboxyliques, mais montrent une forte
specificité envers les substrats glycériques (Linden, 1998). Ces derniers sont a chaines
longues ou a chaines acyles comportant plus de 10 atomes de carbone. Les enzymes ayant la
capacité d'hydrolyser seulement les glycérides a chaine inférieure a 10 atomes de carbone sont
désignées genéralement comme des estérases. Il convient de souligner que la majeure partie
des lipases peuvent hydrolyser les substrats des estérases, alors que l'inverse n’est pas vrai

(Messias et al., 2011). Les lipases sont également capables de catalyser la réaction réversible
de syntheése (Linden, 1998).

L’hydrolyse des liaisons esters formées par les acides gras et le glycérol est catalysée
par les lipases, a I’interface eau - lipide. Le phénomene est connu sous le nom d'activation
interfaciale (Linden, 1998 ; Rajanikanth et Damodharam, 2016), elle est 1’'une des
caractéristiques des lipases vraies qui sont des enzymes de la famille (1) adopte au classement
décrit auparavant par Jaeger et al. en 1994 (Akoh et al., 2004). Jusqu'a récemment, deux

criteres ont été utilisés pour définir une lipase «vraie» :
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- L'activation de ces enzymes nécessite la présence d'une interface entre les différentes

phases ;

- La structure tertiaire de la lipase doit contenir un "couvercle™ recouvrant le site actif de
I'enzyme. Lors du contact avec l'interface, le couvercle est déplacé pour donner aux substrats

un acces au site actif (Hugo et Charles, 2010).
2. Microorganismes producteurs de lipases

Les lipases sont des enzymes ubiquitaires leurs principales sources sont les
microorganismes, mais elles sont également produites par la plupart des eucaryotes (Messias
etal., 2011).

Les lipases microbiennes sont aussi produites par les bactéries a Gram + (genres
Bacillus et Staphylococcus) que par les Gram — (Pseudomonas). Elles sont également
largement répandues chez les levures du genre Candida ou Geotrichum ainsi que chez les
champignons filamenteux tels que Rhizopus ou Thermomyces (Fickers et al., 2008). Le

tableau (6) illustre les divers micro-organismes décrits comme producteurs de lipases.

Tableau 6 : exemples de micro-organismes producteurs de la lipase cités par Treichel et al.
(2010) et Messias et al. (2011)

Microorganismes | Références
Archées
Natronococcus sp. |
Bactéries (Gram positif)
Bacillus stearothermophilus MC 7
B. megaterium

Burkholderia glumae

Boutaiba et al. (2006)

Kambourova et al. (2003)
Lima et al. (2004)
Khattabi et al. (2003)

B. cepacia Fernandes et al. (2007)
Bacillus coagulans Alkan et al. (2007)
Bacillus sp. Ertugrul et al. (2007), Shariff et al. (2007) Nawani et

Kaur (2007)
Takac et Marul (2008)

Gupta et al. (2007)

Bacillus subtilis
Burkholderia multivorans

Ralstonia sp.

Yoo etal. (2011)

Staphylococcus aureus

Shah et Wilson (1965)

Staphylococcus caseolyticus

Volpato et al. (2008)

S. epidermidis

Simons et al. (1998)

S. xylosus

Mosbah et al. (2007)

Bactéries (Gram négatif)

Acinetobacter radioresistens

Li et al. (2005)

Chromobacterium viscosum

Jaeger et Reetz (1998)

Photobacterium lipolyticum

Yang, Sohn et Kim (2009)

Pseudomonas aeruginosa

Jaeger et al. (1997)
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Microorganismes | Références
Bactéries (Gram négatif)
P. mendocina Jaeger et Reetz (1998)
Pseudomonas sp. Kiran et al. (2008)
P. fluorescens HU380 Kojima et Shimizu (2003)
Serratia marcescens Jaeger et al. (1997)
Serratia rubidaea Immanuel et al. (2008)
actinomycetes
Streptomyces cinnamomeus Tu 89 Sommer, Bormann et G6tz (1997)
S. coelicolor A3(2) Coté et Shareck (2008)
Levures
Aureobasidium pullulans Liu et al. (2008)
Candida rugosa Dalmau et al. (2000)
C. cylindracea Brozzoli et al. (2009)
Candida utilis Grbavcic et al. (2007)
Candida sp. He et Tan (2006)
Rhodotorula mucilaginosa Potumarthi et al. (2008)
Trichosporon asahii Kumar et Gupta (2008)
Torulopsis ernobii Yoshida, Motal et Ichishima (1968)
Issatchenkia orientalis Costas, Deive et Longo (2004)
Saccharomyces cerevisiae Ciafardini et al. (2006)
Williopsis californica Ciafardini et al. (2006)
Yarrowia lipolytica Dominguez et al. (2003)
Moisissures

Antrodia cinnamomea

Lin, Wang et Sung (2006)

Alternaria sp.

Tom et Crisan (1975)

Aspergillus carneus

Saxena et al. (2003)

A. terreus Gulati et al. (1999)
A. niger Edwinoliver et al. (2010)
A. oryzae Toida et al. (2000)

Aspergillus sp.

Cihangir et Sarikaya (2004)

Beauveria bassiana

Hegedus et Khachatourians (1988)

Botryosphaeria rhodina

Messias et al. (2009)

B. ribis

Messias et al. (2009)

Botrytis cinerea

Commeénil et al. (1999)

Cunninghamella verticillata

Gopinath et al. (2002)

Geotrichum candidum

Burkert et al. (2005)

Geotrichum sp.

Burket et al. (2004)

Fusarium globulosum

Gulati et al. (2005)

F. oxysporum

Prazeres, Cruz et Pastore (2006)

Mucor circinelloides

Szczesna-antczak et al. (2006)

Penicillium aurantiogriseum

Lima et al. (2003)

P. citrinum

Miranda et al. (1999)

P. restrictum

Cammarota et Freire (2006)

P. simplicissimum

Gutarra et al. (2007)

P. verrucosum

Kempka et al. (2008)

Rhizomucor miehei

JaegeR et Reetz (1998)

Rhizopus arrhizus

Li, Wang et Tan (2006)

R. chinensis

Sun et Xu (2009)

23

Suite de tableau



Synthese bibliographique Chapitre 03 : lipases microbiennes

Microorganismes Références
Moisissures
R. delemar Acikel, Ersan et Agikel (2010)
R. homothallicus Diaz et al. (2006)
R. oryzae Essamri ; Deyris et Comeau (1998)
Rhizopus sp. Bapiraju et al. (2005)
Thermomyces lanuginosa Fernandes et al. (2004)
Trichoderma viride Kashmiri, Adnan et Butt (2006)

Suite de tableau

3. Caractéristiques structurales des lipases

C’est au début des années 1980 que les premiéres lipases et estérases ont été purifiées
et caractérisées biochimiquement. Comme il a déja été mentionné précédemment, les lipases
sont des enzymes trés variables par leurs origines et leurs spécificités de substrat. Les plus
petites ont des masses moléculaires de 20-25 kDa tandis que les plus grosses ont des masses
moléculaires de 60- 65 kDa. Les premiéres structures cristallographiques publiées ont été
celle de la lipase du champignon filamenteux Rhizomucor miehei. Bien que les séquences
peptidiques montrent tres peu de similitudes entre elles, principalement en raison de
I’hétérogénéité de leur origine, les lipases présentent dans I’ensemble la méme structure

tridimensionnelle (Fickers et al., 2008).

Sur un plan structural, les lipases appartiennent toutes a la super famille des (o/p)
hydrolases et des résidus catalytiques. Le repliement o/f est le motif de base de
nombreuse hydrolases telles que les lipases et les estérases, mais également des autres
hydrolases des origines différentes comme 1’acétylcholine estérase, la carboxypeptidase, la
diénelactone hydrolase, 1’haloalkane déhalogénase. Cette structure tri-dimensionnelle est
constituée d’un feuillet  central formé par 7 brins P paralléles et un brin  (B2) antiparallele.
Les brins B3 a B8 sont connectés a des hélices a disposées sur les cotés de la feuille centrale B
(figure 6). Certaines variations de pli a / B ont été trouvées dans plusieurs lipases. Les
variations du pli consistent a des différences dans la quantité des hélices o et des feuilles B, a
la longueur des boucles et l'architecture des sites actifs. Les lipases sont également
caractérisées par la présence de ponts disulfures qui peuvent étre important pour 1’activité

catalytique ou la stabilité de I’enzyme (Jaeger et al., 1999).

Le site catalytique de lipases est constitué d’une sérine (Ser), d’une histidine (His)
et d’un acide carboxylique (L’acide aspartique : Asp, L'acide glutamique : Glu) dont 1’ordre
d’apparition dans la séquence primaire est Ser-Asp/Glu-His. De plus, la sérine catalytique est

généralement incluse dans le penta-peptide Gly-X;- Ser-X,-Gly ou X; et X, représentent un
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acide aminé variable. Ce penta-peptide est, en général, la seule portion de séquence
peptidique conservée chez les lipases. La sérine catalytique est toujours située dans un coude
nucléophile situé a I’extrémité C-terminale du 5° brin B et immédiatement suivi d’une hélice a
(figure 7). L’histidine de la triade catalytique est située a 1’extrémité carboxy-terminale du
dernier brin du feuillet constituant le repliement o/f tandis que I’acide carboxylique est

généralement situé a I’extrémité du 7° brin (Casas-Godoy et al., 2012).

1 2

NH2 pa

Glu

«E

Figure 7 : image simplifiée du repliement 3D des lipases (Jaeger et al., 1999)

Les hélices o sont représentées par des cylindres, les brins B sont indiqués par des fleches grisées. Les
positions des résidus catalytiques sont représentées : la serine catalytique est positionnée aprés le brin 5,
le résidu Asp/Glu aprés le brin B7, et ’histidine est dans la boucle entre le brin B8 et I’hélice aF.

4. Types de réactions catalysées par les lipases

La fonction naturelle et principale des lipases est de catalyser I'hydrolyse des
triglycérides a chaine longue (Ravindra & Jegannathan, 2015). Cependant, dans certaines
conditions, elles sont aussi capables de catalyser des réactions de synthése. Les lipases sont
considérées comme des biocatalyseurs parce qu’ils peuvent hydrolyser sélectivement et

synthétiser une large gamme de composeés (Rajanikanth et Damodharam, 2016).

Il existe une relation entre les structures des lipases et leurs capacités catalytiques, les

particularites structurelles de cette enzyme provenant de sources différentes pourraient étre la
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raison pour montrer une activité différente vers les substrats (Ravindra et Jegannathan, 2015).

La figure 8 résume les principales réactions catalysées par les lipases.

I. Hydrolyse
0 o]

Il 1]
Ry-C-0—-R, + HO =—— R;-C-OH + R,—OH

Il. Synthése
a. Estérification b. Transestérification
Estérification Acidolyse
N n g i i 2
R;-C-OH + R,—OH = = R;-C-0—-R, + HJO Ry‘C~0—R3 + RyC-OH = = RyC-OH + R,C-0-R;
Amidation Aminolyse

0 0 o

220

I Il : o A o . -
Ri-C-OH + HN—R; =—= R;-C-NHR, + HO RiC-ORy *RyC-NHR, <—— R C-O-R, * R, CNHR,

Thioestérification Alcoolyse

o] o]

o} 0 I I
R;-C-O-R; + R,~OH =<—» R;-C-0—R, + HO—R;

I I
R1‘C_OH + HS_R:} - - R1'C_S_R2 + HL'O
Interesterification

i i i i
Il |l |
Ry:C-0—Ry+ R,C~0~R, = = RC-0-R; + R,;C-O-R,

Figure 8 : réactions catalysées par les lipases (Casas-Godoy et al., 2012)

5. Mécanisme d’action

Le mécanisme enzymatique des lipases montre quelques similitudes avec celui des
protéases a sérine active. Contrairement aux autres hydrolases, le site actif des lipases est
généralement recouvert d’une boucle peptidique formée par une hélice o amphiphile d’une
quinzaine d’acides aminés qui agit comme un volet. Lorsque cette hélice a recouvre le site
actif, I’enzyme est dans sa forme fermée ou inactive. Dans cette conformation, la face
hydrophobe de cette hélice amphiphile est en interaction avec des résidus hydrophobes
entourant le site actif tandis que sa face hydrophile interagit avec des molécules d’eau. Le
substrat ne peut donc pas étre en interaction avec la triade catalytique. Dans la forme active ou
ouverte de I’enzyme et suite au mécanisme d’activation interfaciale, il y a un déplacement de
I’hélice o constituant le volet. La face hydrophobe de I’hélice orientée auparavant vers
I’intérieur du site actif s’expose au solvant, créant une surface hydrophobe supposée interagir

avec I’interface eau / corps gras. Le site actif de ’enzyme est des lors accessible au substrat.
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La résolution de structures cristallographiques des lipases de Rhizomucor miehei, de
Geotrichum candidum a permis de mettre en évidence I’existence de cette hélice amphiphile

recouvrant le site catalytique (Fickers et al., 2008).
6. Mécanisme catalytique

Le mécanisme catalytique supposé pour les lipases est centré sur le site actif Serine.
Tout d'abord, I'ester se lie a I'enzyme, ensuite le résidu catalytique sérine attaque le carbonyle,
en formant le premier tétraédrique intermédiaire (figure 9). En outre, cette réaction libere
I'alcool et laisse une acyl-enzyme intermédiaire. En addition, dans une deuxieme réaction
d'’hydrolyse, l'eau attaque cette acyl-enzyme pour former un deuxieme tétraédrique
intermédiaire. La désagrégation de ce dernier libére I'acide, ce qui régénere une enzyme libre.
Dans d’autres conditions, 1'alcool peut attaquer le nucléophile de 1'enzyme acyl ce qui donne
un nouvel ester (réaction de transestérification). Cependant, dans la plupart des cas, il semble
que la formation de I'enzyme acyl est plus rapide (Jaeger et Reetz ,1998 ; Fickers et al., 2008).

His

)J\Tr'g'vcer'de o
YD % D ) é;

—H
! N\/N s /\n/o M"\ "R
Asp 0_\
o 1 NH
& R’ H
Enzyme libre INT 1 -
oxyani

# R -OH
Diglycéride

9)1‘
ﬂ_\ ¢ &

— |
LY Y s [

B ———
C—OT N
INT 2 G ° ¥
A Acyl-enzyme
NH\)'"’" R ,-OH s
oxyanion
Alcool

Figure 9 : mécanisme d’action catalytique (transesterification) des lipases (Jegannathan
et al., 2008)

INT1 et INT2 représentent le premier et le deuxiéme intermédiaire tétraédrique respectivement.
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7. Determination de I’activité lipolytique microbienne

La littérature a enregistré plusieurs procédés pour I’étude de la production de lipase
par les microorganismes. Soit par une étude directe du microorganisme (Nair et Kumar,
2007), soit par une méthode indirecte qui implique la mesure de l'activité lipolytique des

préparations de lipase brutes ou purifiées (Singh et al., 2010).

Parmi ces procédés, la détection préliminaire tels que le zymogramme, qui consiste a
la détection qualitative de l'activité de lipase sécrétée dans un milieu de culture solide
contenant l'agar et le substrat (tributyrine, la trioléine, I'huile d'olive et le Tween 80) dans
lequel on peut observer la formation des halos clairs ou des zones opaques autour des
colonies, qui correspondent aux zones d’ hydrolyse du substrat. Outre, la rhodamine B est
utilisée comme substrat, il est possible d'observer la formation d’un halo fluorescent sous
lumiére UV (Becker et al., 2005). Alternativement, la détection de lipase peut également étre
observée par la préparation d’une gélose avec des lipides et des substances chromophores
sensibles au pH, comme le rouge de phénol et le bleu de victoria (Rahman et al., 2005, Singh
et al., 2006), ou l'activité lipolytique des lipases libére des acides gras diminuant le pH, qui a
son tour peut changer la couleur des colorants chromophores utilisés dans la gélose (Kim et
al., 2001). D'autre part, les méthodes colorimétriques sont développées sur la base de la
mesure des complexes chromophores formés par la réaction des acides gras libérés par la

lipolyse et d'un ion de métal divalent comme les ions cuivre (Rahman et al., 2005).

L’activité lipasique a été déterminée par la quantification des acides gras libérés durant
I'nydrolyse menée par I'enzyme. Ces produits peuvent étre déterminés par des méthodes

physico-chimiques évaluant la disparition du substrat ou la formation des produits de réaction.

Parmi les méthodes qui permettent d'évaluer la disparition du substrat; la
néphélométrie et la turbidimétrie, le tensiométre interfacial, la microscopie a force atomique

et la spectroscopie infrarouge.

Les principales méthodes qui évaluent l'apparition des produits de la réaction
d'hydrolyse comprennent un dosage indirect de la libération de protons (les indicateurs de
couleur et la titration), I'analyse des acides gras libérés a partir d'esters carboxyliques dérivés
de glycérol (dosages colorimétriques, fluorimétriques, par chromatographie, enzymatiques, la
microscopie électronique pour la détection in situ) et I'analyse des acides gras libérés a partir
d'esters carboxyliques synthétiques (dosages radioactifs, colorimétriques, fluorométriques) et

des méthodes immunologiques, etc. (Hasan et al., 2009)

28



Synthese bibliographique Chapitre 03 : lipases microbiennes

Parmi les nombreuses méthodes disponibles pour accompagner l'activité lipasique
présente dans le milieu de fermentation, les plus utilisés sont la colorimétrie en utilisant des
substrats synthétiques tels que les esters d'acides gras de p-nitrophényle (acétate, butyrate,
caproate, le caprate, le palmitate et le stéarate) et la titration (pH STAT) en utilisant trioléine
comme substrat standard. L'huile d'olive est un alternatif faible colt pour étre utilisé en tant

que substrat et qui contient une moyenne de 70 % de trioléine (Messias et al., 2009).
8. Application des lipases microbiennes

Les lipases microbiennes sont des biocatalyseurs potentiels en raison de leur
versatilité. Elles se distinguent parmi les hydrolases en raison de leurs multiples applications
en industrie des détergents, des médicaments, de 1’alimentation (pains, fromages, thés), des
textiles, des pates et papiers, de cuir, des cosmétiques, de biodiesel, des biocapteurs et aussi

dans le traitement des eaux usées (Sharma et al., 2001).
8.1. Industries Alimentaires

Dans I’industrie agro-alimentaire, les lipases sont couramment utilisées en
boulangerie, en biscuiterie, en chocolaterie et dans la fabrication de produits laitiers ou
fermentés. Elles interviennent dans la maturation des fromages et de certaines

charcuteries : saucissons, salamis (Hasen, 2006).

Les graisses et les huiles sont des constituants importants des aliments. La valeur
nutritionnelle, sensorielle et les propriétés physiques d'un triglycéride sont fortement
influencées par des facteurs tels que la position de I'acide gras dans le squelette du glycérol, la
longueur de chaine de I'acide gras et son degré d'insaturation. Les lipases sont capables de
modifier les propriétés des lipides relativement peu codteux et moins souhaitables a une
valeur supérieure comme le beurre de cacao qui est le principal ingrédient pour de
nombreuses formulations de chocolat noir dans le monde. Ce processus utilise la lipase
immobilisée de Rhizomucor miehei pour la réaction de transestérification qui remplace ainsi
I'acide palmitique dans de [l'huile de palme avec de [lacide stéarique et aussi
I’interestérification de la matiére grasse du beurre catalysée par une lipase entrainant une

diminution considérable des acides gras satures.

Les lipases ont été utilisées avec succes en tant que catalyseur pour la synthése
d'esters. Les esters produits a partir d'acides gras a chaine courte ont des applications comme

agents aromatisants dans l'industrie alimentaire, cela développe leurs utilisations pour
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améliorer la saveur dans l'affinage des fromages, des produits de boulangerie et des boissons
(Ray, 2015).

Les lipases sont utilisées pour la production de viande plus maigre comme dans le
poisson. La graisse est enlevée pendant le traitement de la viande de poisson en ajoutant les
lipases et cette procédure est appelée biolipolyse. Les lipases jouent également un role
important dans la fermentation au cours des étapes de fabrication des saucisses et pour
déterminer les changements des acides gras a longue chaine libérée au cours de la maturation.
Les lipases microbiennes ont été utilisées pour la saveur du riz raffiné, la modification du lait
de soja et I'amélioration de I'arbme et l'accélération de la fermentation du vin de pomme
(Hasen, 2006).

Les lipases sont utilisées aussi pour la préparation d’un fromage modifié
enzymatiquement qui posséde un arbme de fromage concentré produit par le traitement du
caillé avec des enzymes lipolytiques et il est utilisé comme additif alimentaire pour de
nombreux produits comme : poudres de fromage dans les soupes, les salades et les sauces
(Guinee et Kilcawley, 2004). Les fromages modifiés enzymatiqguement ont une saveur plus
intense que le fromage affiné naturellement (Fenster et al., 2003). La matiére grasse du lait
lipolysée est préparée a partir de lait condensé ou de I’huile de beurre avec addition de lipase
afin de produire des acides gras libres qui conferent I'aréme de fromage au produit. Ce type de
produit est utilis¢é pour I’enrobage du chocolat, les additifs de saveur artificielle,
la margarine, etc. Ainsi, les lipases bactériennes utilisées pour ces produits peuvent étre
dérivées des genres microbiens d'Achromobacter et Pseudomonas (Sangeetha et al., 2011).

D'autre part, l'utilisation d'enzymes telles que les lipases de Bacillus subtilis peut
améliorer la qualité du pain et, en outre, elles sont dénaturées pendant le processus de cuisson,
laissant la texture fine sur le pain et cette technologie peut remplacer complétement ou
partiellement les émulsifiants pour une meilleure qualité et efficacité de la fabrication du pain
(Moavyedallaie et al., 2010).

Pour conclure les lipases ont été appliquées dans la production d'emulsifiant
polyricinoléate polyglycérol dans le traitement des déchets gras des industries d’alimentation
des bétails pour compléter I'alimentation des non-ruminants, la suppression des déficiences
enzymatiques et I'amélioration de l'utilisation des éléments nutritifs des matiéres premieres

avec la digestibilité difficile pour les animaux (Messias, 2010).
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1. Lieu de travail

Notre étude expérimentale comporte deux parties : La partie microbiologie est réalisée
au niveau du laboratoire de recherche Biotechnologie et Qualité des Aliments (BIOQUAL)
ainsi que les laboratoires pédagogiques de I’Institut de la Nutrition, de 1’ Alimentation et des
Technologies  Agro-Alimentaires (ILN.A.T.A.A., universit¢ des Freres Mentouri
Constantinel), durant la période du 08 février au 25 aolt 2016. Alors que 1’étude
physicochimique est réalisée au niveau du laboratoire central de la qualité dans 1’entreprise
SARL HODNA-Lait, spécialisée dans la fabrication du lait et des produits laitiers et localisée
dans la wilaya de M’Sila, durant la période du 21 au 25 février 2016.

2. Démarche expérimentale globale

Il s’agit de présenter la démarche qui répond a 1’objectif principal de notre étude qui
est I’isolement des souches bactériennes potentiellement lipolytiques a partir de deux produits

du terroir le beurre cru et le smen, elle comprend, principalement, trois volets a savoir :

- Une collecte des données sur nos échantillons au moment du prélévement, vise a délimiter et
connaitre I’origine de nos échantillons et ses étapes de préparation traditionnelle par le biais
d’un questionnaire auprés des personnes donatrices, pour estimer ses effets sur la qualité

microbiologique finale de nos produits récupérés.

- Une caractérisation physicochimique des échantillons, comporte une caractérisation
physicochimique des échantillons collectés par la mesure de différents paramétres : le pH, le
taux de matieres grasses (MG), I’extrait sec dégraissé (ESD), I’extrait sec total (EST) et

I’humidité.

- Une caractérisation des souches bactériennes fortement sécrétrices des enzymes lipases,
regroupe le dénombrement de la flore lipolytique dans le beurre cru et le smen, I’isolement
d’une collection de souches lipolytiques a partir de ces deux produits de terroir, la purification
réalisée grace a des repiquages successifs afin d’avoir des isolats purs, la sélection des
souches bactériennes potentiellement productrices de lipases sur un milieu solide, le
rapprochement du genre de ces dernieres ainsi que 1’étude et la comparaison de ses
productions de lipases extracellulaires en présence de deux inducteurs (huiles d’olive et
Tween 80).
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Ci-dessous le protocole expérimental synthétisant les différentes analyses réalisées

dans le cadre de notre mémoire :

Recherche des bactéries

Analyses physicochimiques
productrices de lipases i

du smen et du beurre cr

) - pH
Isolement, purification et . MG
conser\./atlon. des isolats . EST
lipolytiques
- ESD
— . Humidité
Sélection des souches

potentiellement lipolytiques
sur un milieu solide

Caractérisation des isolats
potentiellement lipolytiques

y

Dosage d’activité lipasique
extracellulaire des isolats
potentiellement lipolytiques

v \  Etude statistique
Détermination de Pactivité Mmooy ‘ ------------ -

..............

spécifigue de la lipase brute

- Comparaison entre les différents paramétres physicochimiques
étudies ;

- Recherche des souches potentiellement productrices de lipases
extracellulaires ;

- Recherche de variabilité de la production de lipase en fonction
de la nature de source lipidique dans le milieu de culture.

Figure 10 : protocole expérimental global de notre étude

32



Matériel et méthodes

3. Matériel biologique : beurre cru et smen
3.1. Origine

Les échantillons du smen et du beurre ont été collectés ou achetés de differentes
régions du nord-est et du sud-est d’Algérie. L’étude a été portée sur six échantillons
(smen: 5; beurre cru: 1), prélevés du 02 janvier au 08 fevrier 2016 et classés selon la

provenance (figure 11).
3.2. Préelevement et présentation des échantillons

Les échantillons ont été recueillis dans leurs bocaux d’origine auprés des ménages ou
dans des flacons stériles a 1’aide d’une cuillere stérile et étiquetés par un code correspondant
(tableau 7). Puis le transport et la conservation au laboratoire sont effectués a température
ambiante (Guiraud, 2003).

Les informations sur le procédé de préparation du smen et du beurre cru ainsi que leurs
tracabilités ont été obtenues, a 1’aide d’un questionnaire distribué auprés des personnes au
moment de la collecte des échantillons. Le tableau suivant résume les principales

caractéristiques des échantillons.

Tableau 7 : présentation des échantillons du beurre cru et du smen

Codes - Dates de Matiere I Durée de
Origines o .
d’échantillons d prélévement sources premiere DAl conservation
-Couleur : jaune ;
Region : Guemar Laitde |-Odeur : de I’huile d’olive ;| lanet
ES 1a Wilaya : EI-Oued 02/01/2016 Achetes | vache | Toxture - liquide. 6 mois
au niveau
Region : Zgoum com?r?erce Lait d -Couleur : blanche ; 3 .
* : ait de " anse
. \ -Odeur : spécifique ; .
ES 34 Wilaya : EI-Oued 03/01/2016 Chévre ur'- specthiqu 7 mois
-Texture : liquide.
Region : Amoucha -Couleur : jaune ;
ES234 . e 26/01/2016 . -Odeur : piquante ; 23 ans
Wilaya : Sétif Lait de _ e
Vache - Texture : semi-solide.
Region : El Milia e -Couleur : blanche ;
ES5, glon - = 02/02/2016 | Preleves Odeur : piquante; Sanset
Wilaya : Jijel au i T 1 mois
niveau Texture : liquide.
Region : Adekar de Lait de -Couleu.r - Jaune ; _ 10 ans
ES10, Wilaya : Bejaia 28/01/2016 | ménage Chevre -Odeur : plqua_nte ;
- Texture : semi- solide.
Region : Ras el Ma Laitde [Couleur : jaune;
EB . ose: 08/02/2016 Vache |-Odeur : de beurre ; 1 jour
Wilaya : Sétif . i enli
- Texture : semi- solide.

E : échantillon ; S : smen ; 14, 34, 234, 5a, 104 : durée de conservation en an ; B : beurre cru.

* 4 . r r r 3 3
: le seul échantillon récupéré dans son bocal d’origine.
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P ;"'N-E.‘
"‘ .'4': m;a

| Echelle: 1/11 000 00
15 ‘—;ﬂ W

(O

Zones d’échantillonnages :

Q Wilaya d’El-Oued : deux échantillons (du smen) ; . Wilaya de Jijel : un échantillon (du smen) ;
Wilaya de Sétif : deux échantillons (un du smen ; un du beurre cru) ; . Wilaya de Bejaia : un échantillon (du smen).

Figure 11 : localisation des régions de prélevement (Djazairouna 1’ Atlas pratique de 1’Algérie, 2004)
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Les différentes photos des échantillons sont présentées au niveau de la figure

suivante ;
ES1a ES3a ES23a
ES5a ES10a EB
Figure 12 : différents échantillons collectés (smen et beurre cru)

3.3. Méthode de recueil des données sur les échantillons

Le but de cette étape est de connaitre la tragabilité des échantillons qui font I’objet de
notre travail ainsi que leurs modes de préparation avec un effectif total des personnes

enquétées de six.

Le questionnaire est concu autour des éléments suivants (fiche de questionnaire en
annexe 01) :

- Informations sur les personnes a enquéter : age, sexe, origine et activité professionnelle ;

- Matiere premiere : cette partie comprend la description de la matiére premiere (beurre) et sa
préparation ;

- Mode de préparation : notion sur les étapes de préparation de produit final (smen) ;
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- Caractéristiques du smen obtenu : cette section vise a recueillir les informations sur ’aspect,

la couleur, I’odeur du produit final (Smen) consomme ;
- Mode de conservation et de consommation du smen.

La fiche du questionnaire a été elaborée de maniere a faciliter la compréhension par
les répondants et traduit en arabe pour faciliter la communication avec les enquétés. Le
questionnaire était rempli sur place au fur et a mesure que les informations nous étaient

données.
4. Analyses physicochimiques

Les parametres physicochimiques ont été recherchés autant qu’ils font partie des plus
importantes caractéristiques du beurre cru et du smen et permettent d’avoir une représentation
de la composition de nos échantillons dans un but de voir la relation entre les
microorganismes isolés et les caractéristiques de leurs écosystémes (teneurs en matiere grasse,

en humidité, etc.).

Nos analyses physicochimiques reposent sur I’étude des parameétres suivants: la
mesure du pH qui donne la concentration des ions H*, la détermination du taux de la matiére
grasse, du taux d’humidité, de I’extrait sec total ou le taux de matiére seche et de I’extrait sec

dégraisse.
4.1. Mesure du pH

Une quantité de 10 g de chaque échantillon (smen, beurre cru) a été homogénéisée
vigoureusement. Le pH des échantillons a été déterminé directement en utilisant un pH-métre
de type Ohaus ST3100 (annexe 3) ou I’électrode a été insérée directement dans chaque

échantillon (Owusu-Kwarteng et al., 2012). Trois mesures ont été réalisées.
4.2. Mesure du taux de la matiére grasse, de I’humidité, de I’extrait sec total et dégraissé

Une boite de Pétri a été remplie du beurre cru ou du smen puis elle a été introduite
dans I’analyseur infrarouge Food Scan™-FOSS qui est un instrument rapide, précis, son
utilisation est facile et sert a I'analyse du beurre. Il mesure avec précision tout un éventail de
parametres et seule une préparation minime des échantillons est nécessaire. Dans notre

mesure, trois essais ont été réaliseés.

L'analyseur Food Scan™-FOSS pour produits laitiers utilise la transmission proche

infrarouge dans une région de 850 a 1 050 nm, l'analyse proche infrarouge est une technique
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spectroscopique qui utilise le spectre électromagnétique. Le principe de fonctionnement de

I’analyseur infrarouge est décrit en annexe 6.

5. Recherche de bactéries productrices de lipases

5.1. Préparation des échantillons

Deux grammes et demi (2,5) de chaque échantillon ont été placés dans un tube a essai
avec 2,1 mL d’une solution saline stérile (Guiraud, 2003) a 0,85 % puis chauffés a 37°C
jusqu’a liquéfaction (Ongol et Asano, 2009). Apres homogeénéisation vigoureuse, le mélange
est laissé au repos au bain-Marie Memmert (annexe 3) & 37°C jusqu’a séparation des deux
phases. Une série de dilutions jusqu’a 10 est préparée de fagon classique en prélevant 1 mL
de la phase aqueuse avec une pipette stérile dans 9 mL de la solution saline stérile (0,85 %)
(Guiraud, 2003).

5.2. Milieux utilisés et mise en culture

Le screening ciblé est une stratégie trés utilisée, elle permet un isolement sélectif, dans
ce cadre, notre criblage a été orienté en employant 7 milieux d'isolements contenant une
source de lipide (I’huile d’olive et/ou le Tween 80, le jaune d’ceuf’; voir annexe 5) qui a été
choisie dans notre étude pour mettre en évidence la présence des souches lipolytiques. Les
milieux que nous avons utilisés (composition en annexe 2) sont non sélectifs pour les
bactéries, les levures et les moisissures, mais ils permettent d’isoler les différentes catégories

des souches productrices de lipases.

L’ensemencement se fait en surface de deux boites de Pétri par dilution et par milieu
de culture, en étalant de 0,1 mL sur 1’une des géloses citées au niveau du tableau 8 (Guiraud,
2003 ; Priji et al., 2015). Les boites de Pétri sont incubées pendant 7 jours a 37+1°C en
aérobiose (milieux GNty, GN;o) (Adejuwon, 2013) ; pendant 48 h a 37£1°C en anaérobiose
par la méthode de la bougie pour (MRSy, MRSt et M17,) (Ongol et Asano, 2009) et pendant

4 jours a 30£1°C en aérobiose pour les autres milieux (Adejuwon, 2013).

Les souches productrices de lipases sur GNty et MRSt sont entourées d’un halo
opaque dd a la précipitation des sels d’acide gras (Sierra, 1957 ; Guiraud 2003 ; Priji et al.,
2015). Pour les milieux MRSy et M17y les colonies sont entourées d’un halo claire, alors que
pour les autres milieux apres 4 jours d’incubation, les boites de Pétri sont inondées par une

solution saturée stérile de sulfate de cuivre (Il) et laissées pendant 15 minutes. L’apparition
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d’un halo verdatre autour de la colonie est considérée comme positif cela est dii a la

précipitation des oléates de cuivre (sels d’acides gras) (Adejuwon, 2013).

Tableau 8 : milieux utilisés pour I’isolement des souches lipolytiques

Codes Milieux de base So_u rces 9 ¢ Composants pH Références
lipides additionnels

N Tween 80 (1%) CaCl - 0,01%

Gélose nutritive et ’huile NaCl : 0,5% 6.68 (Priji etal., 2015)

d'olive (1%) P.eptone 1 0,5%
Extrait de levure : 0,3%

PDA4 glucosée a l'extrait de

pomme de terre (Guiraud, 2003 ;

SDw Gé'OISDe StabOUfaud Ihuile d’olive Sorokin & Jones,
extrose o

OGAy Gélose glucosée a (1%) ) > 2009)

I'oxytétracycline (milieu
de base sans .
I'oxytétracycline)

GNyo jaune d’ceuf 6,68 | (Guiraud 2003)

(8 %)
MRSy | Gélose de Man Rogosa et 1% de I"huile
Sharpe (sans tween 80)

Gélose nutritive

CaCo;3:0,5%

M17,, Gélose de Terzaghi d’olive 6,68 | (Karametal.,
MRSy | Gélose de Man Rogosa et 1% de CaCl,: 0,01% 2012)
Sharpe (sans tween 80) Tween 80 NaCl : 0,5%

H : huile d’olive ; T : Tween 80 ; JO : jaune d’ceuf ; - : aucun composant est additionné
"+ 1a source lipidigue stérile est additionnée aux milieux de culture stériles maintenus a 60°C

™ ¢’est une émulsion de I’huile d’olive dans une solution aqueuse de la gomme arabique (5% p/v), voir annexe 5
5.3. Dénombrement des souches

Les colonies développées sur les boites de Pétri sont comptées a I’aide d’un compteur
de colonie de type Bioblock Scientific (annexe 3) et I’estimation de la population est calculée
par la formule suivante (Guiraud, 2003) :

*C i
N= :
(n1+0,1n2)d i

Ou:
X C : la somme des colonies comptées sur toutes les boites retenues de deux dilutions

successives et contenants entre 10 et 300 colonies ;
n; : nombre des boites retenues a la premiere dilution ;
N, : nombre des boftes retenues a la seconde dilution ;

d : facteur de dilution correspondant a la premiére dilution retenue.
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Parmi le nombre total des colonies, une autre estimation de la flore lipolytique doit
étre réalisée par le comptage des colonies lipolytiques obtenues et 1’application de la méme
formule utilisée au dénombrement de la flore totale. Pour 1’isolement, nous avons tenu compte

que des souches lipolytiques.
5.4. Isolement des souches lipolytiques

Les isolats possédant un pouvoir lipolytique sont séparés, selon leur morphotype
(couleur, aspect et texture), purifiés par un repiquage successif sur le méme milieu
d’isolement, Il est recommandé de réaliser le moins de repiquages possibles afin conserver la

stabilité génétique des souches (Guiraud, 2003) et codifiés (tableau 9).

Tableau 9 : abréviations utilisées

milieu de culture Nature du préléevement Codes *
Gélose Nutritive additionne de I’huile d’olive et Beurre cru B 56
de Tween 80 Smen S SG
, - - _ Beurre cru B BGJ
Gélose nutritive additionne du jaune d’ceuf Smen S SGJ
Beurre cru B BP
Gélose glucosée a I'extrait de pomme de terre Smen S SP
, Beurre cru B BS
Gélose Sabouraud Dextrose Smen S S5
Beurre cru B BO
Gélose glucosée a I'oxytétracycline Smen S SO
Beurre cru B BM
Man-Rogosa-Sharp additionne de 1’huile d’olive Smen S SM
Beurre cru B BMT
Man-Rogosa-Sharp additionne de Tween 80 Smen S SMT
_ Beurre cru B BT
Gélose de Terzaghi Smen S ST

* Des numéros 1, 2, etc. sont ajoutés au codes pour désignés les souches isolées différentes
5.5. Conservation des isolats lipolytiques
Les isolats purs sont conserves par deux techniques :

A court terme : afin de maintenir les souches viables et disponibles le long de notre
étude. Les isolats sont repiqués en boites de Pétri ou sur gélose inclinée en tubes, sur le méme

milieu d’isolement, aprés incubation & 37°C pendant 14 jours les boites ont été scellées avec
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du parafilm et maintenues a 4 °C (Dworkin et al., 2006 ; Sandoval, 2012). Un repiquage des

souches est nécessaire chaque trois mois.

A long terme : afin de préserver une fraction riche en cellules viables pendant 1 & 2
ans, nous avons utilisé la technique de congélation a — 20°C. Pour cela, des cultures pures
sont placées en tubes Eppendorfs contenant le bouillon nutritif (annexe 2) additionnés
de 20% (v/v) de glycérol stérile comme cryoprotecteur et ensuite conservés directement
a—20 °C (Larpent, 1997 ; Dworkin et al., 2006).

5.6. Screening des isolats potentiellement lipolytiques

Les souches isolées pures capables de produire la lipase sont cultivées sur le milieu
gélosé pour le screening des meilleurs producteurs (Hofelmann et al., 1985), selon la
technique de Tansey (1971) qui permet de visualiser I’hydrolyse des lipides par la mesure de
la zone d’opacification du milieu. Elle est réalisée dans le milieu GNty contenant deux
sources lipidiques (1 % de I’huile d’olive et 1 % de Tween 80). Le milieu est réparti en tubes
a essais a raison de 10 mL puis ensemenceé sur une surface non inclinée, avec une quantité de
cellules. Ces tubes sont incubés a 37 °C en présence d’un témoin non ensemence. La premiére
lecture est observée apres trois jours d’incubation, puis aprés 6, 9 et 12 jours. La réaction
positive se traduit par ’apparition d’une zone d’hydrolyse opaque évaluée par la mesure

en mm par le biais d’un papier millimétre de 1’hauteur d’opacification.
5.7. Caractérisation des isolats lipolytiques

Apres dénombrement des souches lipolytiques et sélection des isolats potentiellement
producteurs de lipases, des tests microscopiques, culturaux et biochimiques sont réalisés : la
coloration de Gram, la recherche de la mobilité, la sporulation, la recherche de la catalase et la
dégradation du mannitol (Holt et al., 1994 ; Leyral et al., 1998 ; Guiraud, 2003).

5.7.1. Etude morphologique et culturale

Une observation macroscopique et microscopique des isolats a été effectuée apres

chaque repiquage pour verifier la pureté de chaque souche et la catégorie de chaque isolat.

L’examen macroscopique des colonies (forme, taille, couleur, etc.) est réalisé a 1’aide

d’une loupe binoculaire MOTIC S-10-P (annexe 3).

La forme, le groupement cellulaire et le Gram des isolats sont déterminés par deux

techniques de coloration la premiére est simple et la deuxieme différentielle (décrite par Gram
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en 1884) a I’aide d’un microscope photonique Motic B1-220 ASC (annexe 3). Les protocoles

des colorations effectués ont été décrits par Guiraud (2003), voir annexe 5.
5.7.2. Test de mannitol-mobilité

La mobilité cellulaire est déterminée sur le milieu mannitol-mobilité (annexe 2), un
ensemencement par piqdre au fil droit du milieu semi-solide en culot est effectué. Apres
incubation de 24 h a 3 jours (pour les souches qui ont une croissance lente) et a 30 °C, la
mobilité de germe se traduit par envahissement plus ou moins grand de la totalité du milieu,

I’attaque du mannitol est exprimée par un virage de couleur rouge vers jaune (Guiraud, 2003).
5.7.3. Test de la catalase

Chez les isolats doués dun métabolisme oxydatif, le systéme respiratoire compte
parmi d’autres enzymes une catalase, celle-ci décompose 1’eau oxygénée (H,0,) en oxygéne
et en eau. Elle est mise en évidence en émulsionnant une colonie de 1’isolat a tester dans une
solution fraiche d’eau oxygénée a 10 volumes. Un dégagement gazeux abondant traduit la

décomposition de I’eau oxygénée sous 1’action de I’enzyme a tester (Guiraud, 2003).
5.7.4. Test de sporulation

La sporulation peut étre mise en évidence par le test de thermoresistance, une culture
agée (3 a 10 jours) sur le bouillon nutritif contenant 0,004 % de sulfate de manganése en tube
a essais, subit 10 minutes de chauffage au bain-Marie a une température de 80°C. Le sulfate
de manganése est un agent favorise la sporulation. Le tube est ensuite repiqué sur le bouillon
nutritif et incubé a 30°C pendant 2-3 jours ou plus. S’il ya développement microbien, il y a
présomption de la sporulation. Quelques rares espéces non sporulées étant capables de résister
dans ces conditions, cette prévention est confirmée par la coloration décrite par Bartholomew

et Mittwer, voir annexe 5 (Guiraud, 2003).
6. Production de lipases

Afin d’étudier la production de lipases extracellulaires par les isolats sélectionnés
selon la méthode de Tansey (1971) et qui posséde une forte activité sur gélose, des cultures en
milieu liquide ont été effectuées. Nous avons utilisé une méthode de dosage de référence qui
est la titration pour la mesure du taux de la réaction de lipase dans des préparations brutes en

déterminant le taux de production d'acides gras (Smeltzer et al., 1992).
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En raison qu’elle est pratique et a faible codt, la titration a été utilisée pour caractériser
l'activité et la spécificité de la lipase qui a été mesurée sur une émulsion agitée
mécaniquement de triacylglycérides naturels par la neutralisation des acides gras libérés au
cours du temps par I’addition de NaOH afin de maintenir le pH a une valeur finale

constante. Alors que I'huile d'olive a été utilisée comme substrat pour détecter l'activité des

vraies lipases (Ferrato et al., 1997).

Les différentes etapes utilisées pour les cultures des souches, la production et le

dosage des lipases par titration sont illustrées dans la figure 13.

| Préparation des 3 milieux
| de culture liquides (BN,
i BNp, BNtH) I

Préparation d’inoculum

v

Ensemencement des milieux
liquides

R o ]

| Culture sur shaker & 37°C (5]) |

! Surnageant
e — = l ......... —
y
Préparation de mélange Dosage des protéines
réactionnel et le témoin }
o M
l i Détermination de I’activité spécifique !

C e —— N 4
Incubation 4

'

Addition d’acétone/éthanol

| Dosage de I’activité lipasique |
Lo _

Figure 13 : Schéma globale du protocole de culture et de dosage enzymatique de chaque

souche
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6.1. Milieux de culture

Les souches bactériennes qui présentent un halo important sur le milieu gélosé sont
cultivées sur trois milieux liquides, selon la méthode de Cadirci et al. (2016). Cependant,
chaque milieu liquide est constitué du bouillon nutritif additionné de 0,01 % : CacCl,,
0,5 % : NaCl, 0,5 % : peptone et 0,3 % : extrait de levure, mais la différence entre eux est la

nature de la source lipidique, en ajoutant :

- Au premier milieu (BNt) : 2 % de Tween 80. Ce milieu est utilisé pour mettre en évidence

I’activité estérasique ;

- Au deuxiéme milieu (BNp) : 2 % de I’huile d’olive émulsifié dans une solution aqueuse de

la gomme arabique a 5 % (p/v). Ce milieu est utilisé pour définir I’activité de vraie lipase ;

- Au troisieme milieu (BNty) : 2 % de I’huile d’olive émulsifié avec le Tween 80 (v/v). Ce

milieu est utilisé pour définir I’effet de Tween 80 sur I’activité des vraies lipases.

Le pH des milieux liquide est de 6,68 alors que les émulsions stériles préparées

(annexe 5) sont additionnées aux milieux stériles maintenus a 60°C.
6.2. Culture en milieu liquide des isolats producteurs de lipase

Les milieux préparés ont été répartis dans des flacons et des tubes a essais puis

ensemencés selon les étapes suivantes :
6.2.1. Préparation d’inoculum

Pour définir la méme concentration des cellules ajoutées aux milieux de culture, une
préparation d’inoculum a été réalisée. Pour toutes les souches sélectionnées, des suspensions
denses ont été réalisées ou une quantité de cellules de 48 h de culture a 37°C a été mise dans
des tubes contenant 3 mL des milieux liquides préparés précédemment. Apres avoir introduit
les cellules, nous avons agité sur Vortex et cultivé a 37°C dans un bain-Marie agité Memmert
(annexe 3) a 150 tours par minute (rpm), apres 24 h de culture une standardisation des inocula
est effectuée, nous avons dilué convenablement a I’aide d’une solution saline stérile une partie
aliquote de ces suspensions afin d’obtenir une densité optique de 0,2 a une longueur d’onde
de 600 nm a I’aide d’un spectrophotométre Shimadzu, voir annexe 3 (Bastide et al., 1986 ;
Taskin et al., 2016).
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6.2.2. Mise en culture

Tous les inocula des bactéries productrices de lipases sert a ensemencer séparément
20 mL des mémes milieux liquides contenus dans des flacons en raison de 10 %, ensuite les
flacons sont incubés a 37+1°C dans un bain Marie agité a 150 rpm, pendant cing jours
(Shivareddy et al., 2010 ; Sirisha et al., 2010).

6.3. Préparation de I’enzyme lipase a partir de bouillon de la culture

Le bouillon de la culture microbienne de chaque isolat est centrifugé a 4000 rpm
pendant 30 min a 4°C par une centrifugeuse de type NF400 / 400R (annexe 3). Le surnageant
de chaque culture est collecté séparément dans des tubes a essais propres et utilisé
immédiatement comme source de lipase brute pour les essais titrimétriques afin de doser

I’activité de lipases (Sirisha et al., 2010).
6.4. Dosage de P’activité lipasique par titration

L'activité enzymatique est une mesure de la quantité d'enzymes active dans une
préparation. L’activité de la lipase est mesurée par une méthode titrimétrique en utilisant
I'huile d'olive en tant que substrat a pH 7. Cette analyse est simple, nécessite peu ou pas
d'équipement sophistiqué et elle prend du temps ce qui peut la rendre non souhaitable pour le
dosage d’activité lipolytique a grande échelle (Thomson et al., 1999 citer par Lopes et al.,
2011).

Le dosage de I’activité lipasique a été fait selon la méthode d’Aly et al. (2012), ou le
milieu réactionnel est préparé dans des Erlenmayers : 1 mL de surnageant de chaque culture
est additionné a un mélange préparé par 10 mL de la solution A, 2 mL de la solution B et
5 mL de la solution C, les solutions sont mentionnées au niveau du tableau (10).

Parallelement, le témoin est préparé en remplacant le surnageant par 1 mL de I’eau distillée.

Le milieu réactionnel et le témoin sont incubés sur Shaker a 150 rpm. Apres 20 min, la
réaction est stoppée et les acides gras sont extraits par I’ajout de 20 mL de la solution D puis
tourbillonnant le contenu rapidement. 2 a 3 gouttes de phénolphtaléine sont additionnées a
chaque meélange réactionnel et au témoin ensuite, ils sont titrés par une solution de NaOH a
0,1 M (mol.L™" jusqu’au changement de couleur vers le rose & pH 10. Chaque dosage est
effectué en triple.

44



Matériel et méthodes

Tableau 10 : solutions utilisées pour la réaction colorimétrique permettant le dosage de

I’activité lipasique

Solution Préparation
Solution A 10% (v / v) d'huile d'olive émulsionné dans la gomme arabique & 10 % (p / v)
Solution B Solution de CaCl,a 0,6 %.
Solution C Tampon phosphate a 0,2 mol/L et a pH 7.
Solution D un mélange de I’acétone et de I’éthanol (v/v)

*: une préparation plus détaillé des solutions est mentionnée au niveau de I’annexe 2 sauf pour 1’émulsion de

I’huile d’olive, la préparation est en annexe 5.

L activité lipasique est calculée selon la formule :

| L ) (Vg —VR).N.1000
| V0 = Activité (umol/mL. min) =

— —h — —h — 0 m— h — 0 m— b e b e b — b — ]

Vs : volume de NaOH consommé pour la titration de volume réactionnelle ;
V5 : volume de NaOH consommé pour la titration de témoin (blanc) ;

N : normalité de NaOH ;

1000 : facteur de conversion de mmol au pmol ;

VR : volume réactionnel (18 mL).

T : temps de la réaction (20 min).

Une unité (U) de lipase est définie comme étant la quantité d'enzyme nécessaire pour
libérer 1 umol d'acides gras par minute dans les conditions de la réaction (Pinsirodom et
Parkin, 2001).

6.5. Détermination de I’activité spécifique de ’extrait brute

A partir de I’activité lipasique, une activité spécifique est calculée. Elle est définie
comme étant le rapport entre ’activité enzymatique et la teneur en protéines du surnageant de

culture et exprimée en U/mg, selon la formule suivante (Pinsirodom et Park, 2001) :

act.sp. : activité spécifique
Vo : activité lipasique (umol/mL.min)

a : quantité en mg de protéine dans un mL de surnageant.
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Alors que le dosage des protéines totales dans les surnageants des cultures
microbiennes est déterminé selon la méthode de Bradford (1976). C’est une méthode
colorimétrique qui utilise le bleu de Coomassie G-250 qui se lie aux protéines, provoquant
I’augmentation de I’absorbance de 365 a 595 nm. Une fois lié aux protéines, sa couleur vire
du rouge vers le bleu et I’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de
protéines présente dans 1’échantillon. Le haut coefficient d’extinction permet d’avoir un

dosage des protéines méme a faibles concentrations (< 20 pg/mL).

La solution mére de BSA (Sérum Albumine de Bovin) utilisée pour la préparation de
la gamme d’étalonnage a une concentration de 1 mg/mL. Les dilutions préparées ont des
concentrations de 0, 10, 20, 30, 40, 50 et 60 pg/mL de BSA, additionnées de 1’eau distillée et
du réactif de Bradford (annexe 2). L’absorbance de la gamme étalon a la longueur d’onde
595 nm permet de tracer la courbe d’étalonnage (figure 14). En fonction de la densité optique
des protéines contenant dans le surnageant, leur concentration est calculée a partir de

I’équation de la courbe d’étalonnage.
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Figure 14 : courbe d’étalonnage du dosage des protéines par la méthode
Bradford pour la détermination ’activité spécifique

7. Etude statistique

Afin d’analyser et exploiter nos données pour répondre aux objectifs fixés, des
analyses statistiques ont été employées. Les traitements des données ont été effectués a I’aide

du logiciel XIStat (Version 2009.1.01. Addinsoft ®) comme un outil rapide d’exploration de
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données. La préparation des histogrammes et le calcule des moyennes, les écarts types et les

teneurs de protéines ont été faits sous Microsoft Office Excel 2007.

Afin de visualiser la distribution des souches lipolytiques et les groupes qu’elles
forment, une analyse par classification ascendante hiérarchique (CAH) en utilisant la méthode
de ward et la distance euclidienne a été utilisée. La CAH est une méthode itérative fondee sur
des regroupements progressifs dans la mesure ou 1’intérét est d’obtenir des groupes les plus

contrastés possibles.

L’analyse en composante principale (ACP) nous a permis de montrer les différences
entre groupes de CAH ou d’obtenir une meilleure visualisation des relations entre les
caractéristiques quantitatives de production de lipase par les souches et les propriétés des

milieux de culture (Gagaoua, 2015).

A la fin, nous avons réalisé une analyse de variance sur les différents paramétres
physicochimiques étudiés pour les comparer, ainsi que une analyse de variance sur les
groupes de CAH afin de déceler les variations des activités lipolytiques entre les bactéries
cultivées sur le méme milieu et les variations dues a I’effet de la source lipidique contenant
dans le milieu de culture. La séparation des moyennes a été effectuée suivant Tukey a
P < 0.05. Les valeurs de P < 0,05 ; P < 0,001 ; et P < 0,0001 sont considérées comme

significatives et les valeurs P > 0,05 comme non significatives.
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1. Résultats
1.1. Collecte des données sur les échantillons

1.1.1. Identification d’interviewers

Dans le but de recueillir des informations sur tous les échantillons, nous avons
interviewé six personnes (hommes : 3 ; femmes : 3). Les deux femmes sont &gées de 74, 70,
65 ans, respectivement. Ce sont des femmes aux foyers habitant les wilayas (Sétif, Jijel,
Bejaia). Tandis que les hommes sont agés de : 40, 45, 62 ans, respectivement. Parmi eux,
deux pratiquent la commercialisation des produits laitiers, un commercialise les plantes
médicinales et ces derniers habitent les wilayas (El-oued et Sétif). Toutes les personnes

enquétées vivent dans des régions rurales sauf un vit en ville.
1.1.2. Matiére premiere : lait

Le lait cru, constitue la matiére premiere de préparation du beurre cru et du smen. Les
laits de vache (ES1a, ES23a, ES54, EB) et de chevre (ES104, ES34) sont seulement utilisés.
Nous avons constaté qu’aucune personne n’utilise d’autres laits, car seuls les laits de vache et

de chévre sont disponibles dans leurs régions.
1.1.3. Préparation du beurre cru et du smen

Le lait cru est fermenté a température ambiante (18°C-38°C ; 6-48 h, selon la saison).
Parmi les femmes aux foyers enquétées seule une ajoute une certaine quantité de lait caillé au
lait cru de chévre avant la fermentation du mélange, cette personne a préparé 1’échantillon de
smen ES104

Une fois le lait est caillé (rayeb) ; il subit un barattage dans la “chekwa ” ou dans des
jarres en terre cuite ou dans un autre ustensile “taxsaut ssendu” ce dernier est une baratte de
la région de Kabyle d’origine végétal “Calebasse ”. La durée de barattage est de 30 mina 1 h
pour les échantillons (EB, ES54, ES10,) ou de 1h a 3h pour les échantillons (ES1a, ES3a,
ES354).

L'eau tiede est ajoutée a la fin du barattage pour permettre la séparation de la matiére
grasse. Celle-ci est recueillie dans un recipient ou elle est lavée plusieurs fois a 1’eau froide

pour éliminer Lben. Le beurre obtenu est conservé par cing méthodes :

e Le beurre est conserveé tel qu’il est dans un bocal en verre (EB : 4 a 5 jours) ;
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e Le beurre et le sel (4 %) sont mélangés uniformément puis ils sont mis dans une jarre en
terre cuite (ES10,) ;

eLe beurre est bouilli et apres refroidissement, il est mis dans une jarre en terre cuite,

recouvert par une couche de I’huile d’olive (v/v) et conservé (ES5,) ;

eLe beurre est lavé a I’cau salée puis additionné de sel (1,5 %) et mélange uniformément,
aprés une conservation de trois mois, il subi un chauffage (25-35 °C). L’écume (Raghoua)
formée est éliminée au cours du chauffage. Aprés refroidissement, le smen est filtré et mis

dans des jarres en terre cuite (ES23a).

Le beurre additionné de sel (ES1a: 1,5 % ; ES3a: 2,5 %) est chauffé (ES1a :
25-35°C ; ES3a: 25-45°C). A la fin du chauffage, ce produit est mélangé avec dchicha
(ES1a: 10 % ; ES3a: 5 %) et le carvi (ES1a, 0,5 %), selon les personnes enquétées la
dchicha permet d’absorber 1’eau restante et le carvi permet d’améliorer le goit. Apres
refroidissement, le smen est filtré puis mis dans une jarre en terre cuite (ES1,) ou dans un

ustensile en plastique (ES3,).

Tous les produits décrits sont conservés dans un endroit frais sous atmosphere

confinée et pendant une durée indéterminée.

Selon les personnes enquétées le smen est ajouté dans les plats traditionnels pour
améliorer le goQt et la qualité nutritionnelle, apporter des arémes, il peut étre utilisé comme
traitement aux allergies, I’asthme, la constipation et le mal de téte. Cependant, parmi les

personnes enquétées, trois commercialisent le smen préparé.

Selon les données rassemblées, nous avons pu mettre au point le diagramme de

préparation de nos échantillons (figure 15).
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Figure 15 : diagramme du procédé de préparation de nos échantillons du beurre cru et

du smen
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1.2. Analyses physicochimiques

Les résultats des analyses physicochimiques des échantillons étudiés sont présentés
sous forme de moyennes + écarts types. Ces derniers sont accompagnés avec une
comparaison par le biais du test ANOVA-Tukey au seuil de 5 % (p< 0,0001) (tableau 11).

Selon ces résultats, il y a une différence significative entre les paramétres
physicochimiques mesurés du beurre et des échantillons du smen. Par ailleurs, des différences
non significatives ont été trouvées pour le taux de matiére grasse et la teneur en eau des
échantillons ES1a et ES3a, ainsi que pour I’extrait sec dégraissé et I’extrait sec total des
échantillons ES34 et ES234. Alors que des différences significatives sont notées pour le reste
des parametres des échantillons du smen. Cependant, tous les échantillons du smen présentent
un pH, un taux de matiére grasse, un extrait sec total et un taux d’humidité inférieur par
rapport a ceux du beurre, d’autre part, nous avons observé que seul 1’extrait sec dégraissé de

beurre est inférieur a celui obtenu pour les échantillons du smen.

Tableau 11 : résultats des analyses physicochimiques du beurre cru et du smen

Parameétre ES1a ES3, ES23, EB ES5, | ES104
pH 4,61+0,1° 4,75x0,1° 4,40%0,2° 5,12+0,1° ND ND
MG (%) 73,40+0,01° | 73,52+0,01° | 73,69+0,06" | 83,65x0,03 ND ND
ESD (%) 9,07+0,01* | 4,25%0,01° | 4,20+0,02° | 2,09+0,01° ND ND
EST (%) 82,47+0,03° | 77,77£0,03° | 77,89+0,08° | 85,74+0,04* | ND ND
Humidité (%) | 2,44%+0,01° | 2,45+0,02° |[2,92+0,01° [ 11,87+0,04° ND ND

MG : taux de la matiere grasse ; H : taux d'humidité ; ESD : extrait sec dégraissé ; EST : extrait sec totale
ND : absence d’analyse a la suite de la faible quantité récupérée

Méme exposant = Différence non significative

1.3. Recherche de bactéries productrices de lipases

1.3.1. Dénombrement de la flore totale et la flore lipolytique

Les résultats du dénombrement des colonies par échantillon sont rassemblés dans le
tableau 12, selon ces résultats I’amplitude des variations du nombre moyen de colonies
obtenues entre les échantillons est relativement importante d’un milieu a 1’autre (entre 0,70 et
6,30 Log UFC g™). La charge microbienne (la flore totale) la plus importante est obtenue sur
le milieu GNy (6,30 Log UFC g™) dans ES23a et sur le reste des milieux dans EB, Par

contre, une absence de la flore lactique est notée sur les milieux MRS et M17 dans tous les
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échantillons et aussi, une absence de la flore totale est notée sur les milieux SDy (ES104 et
ES5a), PDAy (ES1a, ES234, ES54), OGAL (ES54) et GNyo (ES234 et ES104).

La flore lipolytique est dénombrée sur la base de 1’apparition d’un halo opaque ou
verdatre ou claire auteur des colonies (figure 16). Elle représente une proportion importante
de la flore totale, le nombre le plus important des colonies est obtenu sur le milieu GNy
(2,35 Log UFC g*) dans ES23a. Alors que, sur certains milieux, 1’absence de la flore
lipolytique est notée malgré que la flore totale soit présente en citant les milieux OGAy dans
tous les échantillons, PDAy dans tous les échantillons du smen, le milieu SDy dans ES23, et
ES104 et le milieu GN;o dans ES54. Nous pouvons conclure que le milieu GN1y semble le

plus convenable pour I’isolement des souches lipolitiques.

Figure 16 : développement des souches lipolytiques sur des boites de Pétries contenant les
milieux GNty (A) et le GNjg (B) de 1’échantillon du beurre cru

Tableau 12 : effectif de la flore lipolytique par rapporta la flore totale dans les échantillons

exprimé en Log (UFC/g)

Nombre de colonies
Milieux Totale
de ES1a ES3a ES23, ES5, ES10, EB

culture
GN+y 1,77/2,85 1,61/3,73 2,35/6,30 1,56/3,46 1,74/3,00 2,20/4,99 11,23/21,33
SDy 0,70/0,70 1,15/1,51 0,00/1,51 0,00 0,00/0,70 | 1,56/5,87 3,41/10,29
PDAy4 0,00/0,00 0,00/3,20 0,00/0,00 0,00 0,00/0,70 | 1,56/5,49 1,56/8,69
OGA4 0,00/0,95 0,00/2,25 0,00/0,95 0,00 0,00/2,27 0,00/3,40 0,00/8,87
GNjo 0,95/2,84 1,51/3,12 0,00 0,00/1,66 0,00 1,26/5,09 3,72/12,71
MRSy 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
MRS+ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
M17y 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
totale 3,4217,74 4,27/13,81 2,35/8,76 1,56 /5,12 1,74/6,67 | 6,58/24,84 19,92/66,94
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1.3.2. Isolement de souches lipolytiques

A partir des milieux sélectifs utilisés précédemment pour le dénombrement, 159
souches productrices de lipases sont isolées, ces dernieres sont majoritairement des bactéries
lipolytiques. Selon les résultats rassemblés dans le tableau 13, nous constatons que pour les
quatre milieux utilisés, il y a une différence importante de nombre de bactéries isolées des
différents échantillons étudiés. Le nombre de colonies isolées est de 16 pour ES1a, 19 pour
ES3a, 49 pour ES23,, 08 pour ES54 et 55 pour EB. Il apparait clairement qu’un nombre plus
élevé de bactéries lipolytiques est obtenu a partir de 1’échantillon du beurre cru suivi par celui
de I’échantillon ES23a.

Le plus grand nombre de bactéries lipolytiques est obtenu sur le milieu GNty. En
effet, ce dernier s’est montré plus efficace en permettant une bonne récupération des souches
lipolytiques soit 49 et 35 isolats pour I’ES234 et I’EB respectivement. Ceci est vérifié pour le
reste des milieux. Les deux milieux SDy et GNjo n’ont pas permis d’isoler des souches
productrices de lipases a partir des trois échantillons (ES23a, ES5a, ES104), alors que le
milieu PDAy a permis I’isolement des souches lipolytiques a partir d’échantillon du beurre

cru (uniguement huit souches).

Tableau 13 : répartition de [I’effectif des isolats lipolytiques obtenus selon leurs

milieux d’isolement et leurs origines

M"ieUXCha”“”ms ESl, | ES3, | ES23, | ES5. | ES104 EB [t
GNry 13 09 49 08 12 35 126
SDy, 01 03 00 00 00 08 012
PDA, 00 00 00 00 00 08 008
GNo 02 07 00 00 00 04 013
Totale 16 19 49 08 12 55 159

1.3.3. Screening des isolats potentiellement lipolytiques

La méthode de Tansey (1971) nous a permis de confirmer 1’activité lipolytique de 159
souches isolées. Ce méme test a permis de classer les souches productrices de lipases selon
leurs degres de lipolyse sur le milieu solide (figure 17). Ce qui permettra la sélection de

souches bactériennes qui seront utilisées pour la production de lipases en milieux liquides.

Le suivi de I’évolution de la hauteur de lyse par les souches lipolytiques pendant 12

jours et & 37°C & montrer qu’a partir de 3™ jour 110 isolats présentent une hauteur inférieure

53



Résultats et discussion

a 5 mm et 49 isolats présentent une hauteur entre 5 et 15 mm (figure 18), ces 49 souches qui

représentent 31 % des souches lipolytiques sont utilisées dans notre étude.

Seules, les résultats des hauteurs de lyse des isolats potentiellement lipolytiques sur
milieu solide et qui sont retenus pour la production de lipase sur milieu liquide sont présentes
dans le tableau 14. Les résultats chiffrés de 1’évaluation des hauteurs de lyse des isolats

faiblement lipolytiques (hauteur inférieure de 5 mm) se trouvent en annexe 7.

2 |[acso | [acs JCreman_

b 8 Hauteur
de lyse

Figure 17 : hauteurs de lyse selon la méthode de Tansey (1971)

A : Exemple des hauteurs de lyse des souches ; B : grossissement de zone de lyse
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Figure 18 : répartition des isolats selon la hauteur de lyse sur le milieu
GNry solide
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Tableau 14 : mesure de la hauteur de lyse (mm) sur milieu GNty a 37°C aprés différent

temps d’incubation des 49 isolats sélectionnés

Sodes” | @i : Hal-lteur d’hydrolyse fen mm . I;:n(:?.ellez
3 jours 6 jours 9 jours 12 jours (3™ jours)
SG1 6.33£0.58 10.1720.29 14.17+0.29 18,0020,00 ++
SG2 5.67%1.15 7,0020,00 12.6720.58 13,0020,00 ++
SG3 ESla 5.330.58 6.33+0.58 7,00£0,00 10,00£0,00 ++
SG4 9,00£0,00 13,00£0,00 16,000,00 18,0020,00 ++
SG5 11.5040.87 16.1720.29 19.67+0.58 22.33+1.15 ot
SG6 12.83%0.76 15.67+0.58 20,0020,00 23,00£0,00 Tt
SG7 ES3a 5.6740.58 8,000,00 11.17+0.29 13.332.08 ++
SS46 5,00+0,00 7,00£0,00 7,00£0,00 7,0020,00 ++
SS47 6.67+0.58 11.67+0.58 11.67+0.58 11.67+0.58 ++
SS48 5,00+0,00 9.67+0.58 10,00£0,00 10,00+0,00 ++
SG8 6,00£0,00 7.67£0.58 10.83%0.29 14,00+0,00 n
SG9 6,00£0,00 7.5020.50 10.50%0.50 12.50+0.50 ++
SG10 5.17+0.29 7.17+0.29 12.17+0.29 13.8320.29 ++
SG11 11.17+0.76 13.17%1.04 17.50£0.50 18.67+1.15 Tt
SG12 5,00£0,00 7.8320.29 10.33%0.58 10.67+1.15 ++
SG13 5.670.29 8.33£0.29 11.67%0.58 13,00+1,00 ++
SG14 7.5020.50 10.33%1.15 13.83%0.29 14.83+0.29 ++
SG15 7.17+0.58 9.67+0.76 14,00£0,00 14,00%0,00 ++
SG16 | ES23a 5 ,00£0,00 10,00+0.50 12,00£0,00 14,00£0,00 ++
SG17 5,00+0,00 9.83+0.29 10.67£0.58 12,00%0,00 ++
SG18 5.00+0,00 11,00%0,00 13,00%0,00 13,0020,00 ++
SG19 5,00+0,00 9.830.29 12,00%0,00 12,00+0,00 ++
SG20 5,00+0,00 9.670.58 13,00%0,00 13,0020,00 ++
SG21 5,33+1,15 10,00+0,00 12.33+0.29 13,0020,00 ++
SG22 6.67+0.58 9.67+0.58 15,00£0,00 15,00+0,00 ++
SG23 5.830.29 12,00+1,00 17.33%0.58 22,00+1.73 ++
SG24 5.33+0.58 8.67x1.15 11.33%0.58 14.33+0.58 ++
SG25 | ES104 5,00+0,00 9.33+0.58 8,00£0,00 8,0020,00 ”
SG26 5.67+0.58 6.67+0.58 6.67+0.58 6.670.58 ++
BG27 9,00+0,00 12.83+0.29 18.5+1.32 22.67+1.53 ”
BG28 7,00£0,00 13.67+0.58 17.67+0.58 19.67+0.58 ++
BG29 12.67+0.58 17,00£1.73 22.67+2.31 28.33+1.15 Tt
BG30 EB 7.830.29 13.670.58 19.33+1.15 23.67+058 T+
BG31 9.83+0.29 11.67+0.58 16.67£0.58 25,000,00 +
BG32 9,00+0,00 11.67+0.58 19.67+0.58 20,000,00 +
BG33 10,00+0,00 12.50+1.50 22.17+0.29 30,000,00 Tt
BG34 6,0020,00 11.50+0.50 16.00%0,00 24,00+0,00 ++
BG35 5,17+1,04 9.33+1.15 13,00+10,0 14,0020,00 ++
BG36 5,33+0,29 10.33+0.58 15,00£0,00 15,00+0,00 ++
BG37 7,00£0,00 10,00+0,00 13.67+0.58 15.67+0.58 ++
BG38 6,000,00 9.33+1.15 16.33£1.15 18.50+0.87 +t
BG39 7,0020,00 8.17+0.29 10,00+0,00 10,00+0,00 ++
BG40 9,00+0,00 12.67+0.58 24.33+0.58 25,00+0,00 ot
BG41 7,00£0,00 08.67+0.58 8.67+0.58 8.67+0.58 ++
BGA42 8.17+0.29 12.33+2.08 17.67+0.58 25.33+0.58 ++
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BG43 9,00+1,00 11.33x1.15 14.83+0.76 30,00+0,00 =+
BG44 7.17+0.76 12.67+0.58 19.67+1.53 19.67+1.53 ++
BG45 8,00+1.73 12.67+2.08 16,00+0,00 16,00+0,00 =+
BS49 5.67+0.58 9.67+1.53 12.67+1.15 13.33+0.58 =+

Suite de tableau

Symboles: * S: smen: B: beurre; G: milieu gélose nutritive additionné de H et T (GNty): S: milieu
Sabouraud dextrose additionné de H (SDy) ; H : I’huile d’olive ; T : Tween 80

2 ++: hauteur entre 5 et 10 mm ; +++ : hauteur > 10 mm.
1.3.4. Caractéristiques des isolats lipolytiques

Aprés purification des isolats, les 49 souches bactériennes lipolytiques sélectionnés
sont seules qui ont fait 1’objet d’une détermination de 1’aspect macroscopique et
microscopique, recherche de la catalase, la mobilité, 1’aptitude a la sporulation et la capacité

de dégradation de mannitol.
1.3.4.1. Examen macroscopique et microscopique

L’aspect macroscopique a montré que les 49 colonies isolées sont de taille variable, de
forme ronde ou irréguliére avec un pourtour régulier ou irrégulier et de couleur blanche,
jaune, creme, beige et marron. Certaines de ces colonies sont dures et incrustées dans la

gélose.

L’observation microscopique a révélé plusieurs formes de cellules : coque, batonnet et
filamenteuse qui représentent des pourcentages de 37 %, 14 % et 49 %, respectivement
(figure 19). La coloration de Gram permet a montrer que tous les isolats sont a Gram positifs

sauf un qui est a Gram négatif (BG34).

B cocci m Batonnet = filamenteuse

49%

14%

Figure 19 : répartition des souches isolées selon la forme des cellules (%)

Les tableaux (15, 16, 17) regroupent les résultats de I’examen macroscopique et

microscopique des isolats.
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Tableau 15 : examen macroscopique et microscopique des isolats de forme coque

o ) Description microscopique
Codes Description macroscopique (mode d"association)
Colonie irréguliére, cratére, pourtour lobé ; . .
SG (8-10) L ) Isolé, par 2, en chaine, en amas ou
zone périphérique jaune vers orange et zone .
. grappe de raisin
centrale creme ; Surface rugueuse.
Colonie trés petite ronde, bombée ; blanche ;
SG25 . _
surface lisse, aspect irisé.
- - - - - Isolé, par 2, chaine ou amas
Colonie ronde, bombe, translucide ; creme a P
BG (27 ; 30) . . L
jaune au centre ; surface lisse, aspect irisé.
Colonie irréguliere, bombé ; zone périphérique
BG (28 ; 29) créme translucide et zone centrale jaune pale ;
surface lisse, aspect iriseé. Isolé ou par 2
Colonie circulaire, bombée ; blanche opaque ;
BG34 . _
surface lisse, aspect irise.
Colonie ronde, épaisse, translucide ; jaune ;
BG (35, 36) _ par 2, tétrade ou amas
surface rugueuse, aspect irisé.
Colonie ronde, bombé, translucide ; creme a
BG (39-45) . . _ Isolé, par 2, chaine ou amas
jaune au centre ; surface lisse, aspect irisé.

Tableau 16 : examen macroscopique et microscopique des isolats de forme Béatonnet

Description microscopique
Codes Description macroscopique Morphologie YIS
cellulaire
Colonie ronde, bombée, translucide ; zone
au périphériqgue créme claire et zone Isolé, par 2, chaine ou
BG33 centrale créme opaque ; surface lisse, aspect Coccobacille amas
irisé.
Colonie irréguliére, plate, pourtour ondulé ;
SG21 transparente ; créeme brillante ; surface
rugueuse.
Colonie ronde, bombé ; zone périphérique
BG (31;32) créme et zone centrale jaune péle opaque ; Batonnet petit, En lettre alphabétes :
translucide ; surface lisse, aspect irisé. irrégulier V,L,N;en
Colonie ronde, bossue ; zone périphérique palissades
SG18 jaune et zone centrale marron ; surface
rugueuse, aspect irisé.
SG19 Colonie ronde, épaisse, translucide ; jaune
SS48 foncée ; surface rugueuse, aspect irisé.
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Tableau 17 : examen macroscopique et microscopique des isolats de forme filamenteuse
Description macr i ..
escription macroscopique Description
Codes Aspect de T cudlicil = microscopique
Forme Mycélium Mycélium de
surface e
aérien substrat
PR Un centre beige Filaments ramifies,
irréguliére et une septés et fragmentent
SG(1;4) convexe, Dentelée e Marron ptes gment
. périphérie en éléments bacillaires
pourtour ondulé N
blanche ou ovoides
Filaments ramifies, non
Ronde, bombée S_urf,a ce . septés et fragmentent
SG2 ' . | plissée et - Créme o -
pourtour ondulé ; en éléments bacillaires
brillante N
ou ovoides
Ronde, bombée Surface . -
. o . Filaments ramifies, non
SG3 pourtour ondulé | plissée et - Créme .
; septés
brillante
Filaments ramifies, non
SG (5: 6) Ronde, craterg, Bosselée Blanc Jaune sept,esi et fragrr}ent.ent
pourtour lobé en éléments bacillaires
ou ovoides
Irréguliére, . -
SG7 Convexe, Dentelée Blanc Jaune Fllaments ramifies, non
) septés
pourtour ondulé
P Un centre beige
irréguliere, et une Orange Filaments ramifies
SG11 élevée, pourtour | Dentelée 4riphéri 9 ) ’
lobé periphérie septes
blanche
Aln Filaments ramifies, non
ST Surface Jaune péle a .
Irréguliere, R septés fragmentent en
SG12 . rugueuse - creme 1. A
pourtour ondulé ; éléments bacillaires ou
brillante N
ovoides
Ronde. bossue Filaments ramifies, non
SG13 ' " | Rugueuse blanc Marron septés et fragmentent
pourtour ondulé 1z N
en éléments ovoides
Un centre beige . -
R Filaments ramifies, non
) Ronde, bossue, et une Jaune-créme .
SG (14;17) | Rugueuse R septés et fragmentent
pourtour ondulé périphérie e N
en éléments ovoides
blanche
s . Filaments ramifies, non
Irréguliére, Dentelé, .
X N septés et fragmentent
SG15 convexe, brillante - Créme & jaune Yy illai
ourtour ondulé en eerpents bacillaires
P ou ovoides
Ronde, pourtour Rugueuse Filaments ramifies
SG16 striation g Blanc Marron claire . ’
e septés
radicalaire
Pll_ssee, Filaments ramifies, non
Ronde, bossue I_|sse . septés et fragmentent
SG20 ' ' brillante blanc Rouge brique 1 -
pourtour ondulé 3la en éléments bacillaires
. ou ovoides
périphérie
Irréguliére, Des bacilles longs
plate, Rugueuse Créme forment des filaments
SG22 ; - p
transparente, brillante avec la présence des
pourtour ondulé spores
Ronde, épaisse, Dentelé Un centre Filaments fragmentent
SG23 A . Blanc marron et une 14 N
pourtour dentelé brillante P en éléments ovoides
périphérie jaune
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pourtour ondulé

périphérie

irréguliére, . -
late Surface Blanc-creme Filaments ramifies,
SG24 piate, - septés et fragmentent
translucide, rugueuse e .
. en éléments ovoides
pourtour ondulé
L Filaments ramifies, non
Irreguliere, septés et fragmentent
SG26 élevée, pourtour dentelé blanc Créme iz -
, en éléments bacillaires
ondulé ..
ou ovoides
Un centre . e
. ) Filaments ramifies,
ronde, épaisse, Dentelée Blanc marron et une )
BG37 2 AR septés et fragmentent
pourtour ondulé périphérie e N
. en éléments ovoides
créme
ronde, épaisse Blanche ave un | Filaments ramifies et
BG38 ' ! Dentelée - halo creme ala | fragmentent en
pourtour lobé e o N
périphérie éléments ovoides
s Un centre jaune
Irréguliére, . .
et une Filaments ramifies,
SS46 bossue, pourtour | Rugueuse - e .
ondulé périphérie septés
creme
L Filaments ramifies, non
Irregulicre, Beige septés et fragmentent
SS47 convexe, Dentelée - o S
: en éléments bacillaires
pourtour ondulé N
ou ovoides
. Blanche avec un . e
ronde, épaisse, Blanc N Filament ramifies, non
BS49 Rugueuse halo créeme a la

septés

- . absence de mycélium aérien

Suite de tableau

Figure 20 : aspect de quelques isolats apres 7 jours de culture ; (A) macroscopique

(B) microscopique coloration de Gram (G xI00)

La photographie de 1’aspect macroscopique et macroscopique des isolats se trouvent en

annexe 4.
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1.3.4.2. Caractéristiques physiologiques et biochimiques des isolats lipolytiques

Les résultats des tests physiologiques et biochimiques ont permis de rapprocher les

souches au groupe correspondant (tableau 18).

Parmi la collection de coques, une seule souche (BGss) est a Gram négatif, catalase

positive, asporulée et immobile.

Les autres formes coques sont a Gram positifs, catalase positive, asporulées et
immobiles, parmi eux les souches codées (SG (25, 8-10) ; BG (2730, 39-45)) degradent le mannitol.
Tandis que, les souches (BG (35, 36)) ne dégradent pas le mannitol et ont une coloration jaune.

Les formes batonnet sont & Gram positifs et catalase positive, parmi eux les souches
(BG (31, 32)) sont sporulées et mobiles. Alors que les souches (SG (1, 19, 21) : BGss: SSag) sont

asporulées et immobiles.

Les souches filamenteuses ramifiées (SG 1.7; SGi1-17; SS @e-47); SG (20, 22, 23, 24, 26);

BGas7.33 - BS4g) sont asporulées, immobiles avec une catalase positive (tableau 18).

Tableau 18 : caractéristiques physiologiques et biochimiques des isolats lipolytiques

Codes | Catalase | Mannitol | Mobilité | Sporulation | Gram
Les formes cogques
BG34 + - - - -
SG (8,9, 10) ;
BG (30, 27, 28, 29, + + - . +
39,40, 41, 42, 44, 43, 45)
SG25 ; BG (35, 36) + - - - +
Les formes batonnées
BG (31, 32) + + + + +
SS (48), SG (19, 21) + - - . +
SG18 + - +
BG33 + + +
Les formes filamenteuses
SG (1-7; 11,13, 15,16,
17, 20, 22, 26) " " "
SG (12, 14, 23, 24), . ] ] ] R
BG (37, 38, 46, 47,49)

(+) : Positif ; (-) : Négatif

1.4. Dosage d’activité lipasique

Les 49 isolats potentiellement lipolytiques selectionnées précédemment sur le milieu

solide GNy, sont cultivés dans le bouillon nutritif contentant une ou deux source (S)

lipidique (s) (huile d’olive et/ou Tween 80) comme une seule source de substrat. Les résultats

de dosage de I’activité lipolytique extracellulaire ont permis d’observer une variabilité de
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production de I’enzyme entre les différentes souches, selon le milieu de culture utilisé. Les
isolats fortement producteurs sont SG18 (sur le milieu BNy), SG14 (sur le milieu BNy) et
SG8 (sur respectivement égale
14,8+1,06 U/mL, 14,80+0,28 U/mL et 15,3+0,14 U/mL. D’apres les résultats obtenus, nous

avons remarqué que les 49 bactéries présentent une activité positive en présence de I’huile

le milieu BNty) dont [Dactivité lipolytique est

d’olive dans le milieu, donc elles sont considérées comme souches productrices de lipases
vraies ainsi qu’elles ont une activité estérasique sur le milieu contenant le Tween 80, I’ajout
de Tween 80 en présence d’huile d’olive a permis d’activer la production de lipases vraies,

selon les souches (tableau 19).

A la fin des cultures, nous avons remarqué une variation de pH initial de 6,68 a
environ 9 (annexe 7), notée pour la totalité des 49 souches étudiées. Nous avons observé que

les lipases produites par les souches gardent son activité a des valeurs de pH alcalin.

Tableau 19 : activités des lipases extracellulaires en U/mL des isolats sur les trois milieux

liquides incubés a 37°C

Codes Milieu Milieu Milieu Codes Milieu Milieu Milieu
BNt BNy BNyt BNt BNy BNyt

SG1 6,00+0,20 5,90+0,90 7,95+0,15 | SG23 8,85+0,05 5,80+0,40 7,85+0,95
SG2 11,30+1,00 5,80+1,00 6,10£0,30 | SG24 3,80+0,80 0,35+0,15 3,90+0,80
SG3 08,10+0,30 0,65+0,05 2,20+0,10 | SG25 0,80+0,70 10,30+0,30 6,00+0,95
SG4 07,90+0,40 5,50+1,00 5,00+0,20 | SG26 4,50+0,75 10,75+1,55 5,05+0,75
SG5 6,80+0,00 12,50+0,30 7,90+0,40 | BG27 10,55+0,25 5,25+0,25 5,80+0,50
SG6 10,90+0,30 6,10+0,10 4,30+0,50 | BG28 9,625+0,77 3,90+0,10 14,35+0,95
SG7 6,80+2,50 1,30£0,20 3,15+0,15 | BG29 13,35+0,05 7,90+0,20 8,8+0,50
SS46 1,90£1,10 7,80+0,25 7,05+0,25 | BG30 9,65+0,75 6,50+2,00 5,05+0,25
SS47 6,80+1,00 6,55+2,75 3,30+1,50 | BG31 10,85+0,05 3,10+0,10 4,05+0,25
S548 7,10+0,85 1,30+0,00 0,50+0,30 | BG32 9,90+1,00 10,80+2,50 13,10+0,70
SG8 12,55+0,25 13,3+0,15 15,3+0,10 | BG33 8,45+0,05 4,00£0,50 6,80+1,00
SG9 5,00+0,00 9,30+0,50 3,30+0,60 | BG34 6,75+0,95 4,03+0,03 5,90+1,40
SG10 8,50+0,70 0,25+0,05 4,20+0,35 | BG35 6,70+0,10 3,50+0,00 10,30+4,50
SG11 8,80+0,00 2,90+0,20 7,80+0,00 | BG36 6,55+0,25 5,00+1,00 7,65+0,25
SG12 7,05+6,25 4,80+0,50 7,30+1,05 | BG37 9,95+1,15 4,75+0,25 7,80+0,00
SG13 6,38+2,53 6,80+0,00 3,85+0,65 | BG38 120+0,20 6,00+0,00 8,50+0,20
SG14 6,85+0,05 14,80+0,20 8,00+0,10 | BG39 1,05+0,25 4,00£0,00 0,90+0,10
SG15 7,25+0,05 3,23+1,28 7,70£2,10 | BG40 10,75+0,05 4,50+0,00 5,25+0,05
SG 16 7,10+0,20 6,10+0,10 7,05+0,05 | BG41 9,80+1,00 3,50+0,00 5,30+0,10
SG17 10,65+0,45 3,70+0,70 6,65+0,05 | BG42 9,25+0,45 5,00+0,00 6,45+1,35
SG18 14,8+1,50 0,25+0,05 0,45+0,35 | BG43 9,05+0,75 3,75+0,00 7,80+0,00
SG19 6,00+0,60 0,80+0,20 12,30+1,00 | BG44 9,10+0,30 5,50+0,00 8,00+0,30
SG20 13,3+2,00 0,80+0,50 0,55+0,25 | BG45 7,85+0,95 6,00+0,00 4,80+0,50
SG21 6,55+1,75 0,30+0,10 3,10+0,55

sG2 = 5020.80 2705020 5 05£0.25 BS49 2,40+1,90 2,80+0,10 4,50+0,65

Abréviation : T : Tween 80, H : huile d’olive, HT : huile avec Tween 80, BN : bouillon nutritif
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Pour mieux comprendre la relation entre I’activité lipasique des 49 isolats, nous avons
effectué une classification ascendante hiérarchique (CAH), cette analyse inclut toutes les
activités dosées sur les trois milieux BNy, BNy, BNty Ce classement donne lieu a quatre
groupes de souches, chaque groupe contenant de 2 a 31 souches. La méthode de Ward utilise
une analyse de la variance approchée afin de constituer des groupes présentant le maximum
de similitude entre eux donc le dendrogramme pour chacun des quatre groupes est plat, ce qui
indiqgue une homogénéité au sein du groupe, alors que le troisieme (Lip++) et le quatrieme
(Lip+++) groupes sont plus homogénes que le deuxiéme (Lip+) et le premier (Lip+/-) groupes

(le dendrogramme est plus plat pour le troisieme et le quatrieme groupes) (figure 21).

Nous constatons aprés comparaison des activités lipolytiques des 49 souches basée sur
une mesure de dissimilarité que indépendamment de la composition des milieux de culture,
huit souches (SG8, BG32, SG5, SG14, SG9, SG26, SG25, SS46) sont classées comme les
plus fortes productrices de lipases. Parmi elles, SG8 et BG32 ont une activité lipasique
extréme. Par ailleurs, les souches du premier groupe présentent une activité lipolytique faible

quelle que soit la nature du substrat lipidique utilisée dans le milieu de culture.
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Figure 21 : dendrogramme de la classification ascendante hiérarchique (CAH) des 49
souches bactériennes sur la base de leur activité lipolytique (Lip) indépendamment des 3
milieux de cultures utilises (BNt, BNy et BNyr). Quatre groupes ont été obtenus :
Lip+++ (rouge pour n = 2) ; Lip++ (rose pour n = 6) ; Lip + (vert pour n = 31) et Lip+/-
(bleu pour n = 10)
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Pour visualiser la position des quatre classes (groupes) obtenues de CAH, une analyse
en composante principale (ACP) en utilisant les coordonnées des 49 souches a été réalisee.
Les deux premiers axes représentent 82,93 % de la variabilité totale, ils permettent cependant
une bonne discrimination de la production de la lipase pour la majorité des souches. A partir
du bi-plot de la distribution des souches (figure 22), la premiére composante expliquant
47,72 % de variabilité, elle sépare les souches des deux groupes 4 (rouge) et 3 (rose),
apparaissant groupées dans le cété droit par rapport aux souches du groupe 1 (bleu) groupées
dans le cOté gauche et du groupe 2 (vert) reparties au centre de la carte. La deuxiéme
composante expliquant 35,21 % de la variabilité, explique la position des souches du groupe 3
en décalage par rapport a I’ensemble des autres souches de groupe 2 et 1 (qui sont réparties

sur I’axe 2).

Nous avons remarque que la distance entre les individus de méme groupe obtenus est
généralement plus faible que la distance entre les individus d’un groupe a 1’autre, confirmant

ainsi une séparation nette de la production de lipases par les quatre groupes de bacteéries.

Donc, nous constatons la performance de 1’analyse en composante principale a bien
discriminé les quatre groupes de bactéries (Lip+++, Lip++, Lip+ et Lip+/-) en fonction de

I’activité lipolytique.

—@—Lip+++ —@=Lip++
31| =—@=Lip+ —=@—Lip+/-

35,21 %

-4 A
7,72%

Figure 22 : bi-plot de I’analyse en composante principale discriminant les 4

groupes issus des 49 souches étudiées apres une analyse CAH
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Selon I’hiérarchisation des 4 groupes de souches obtenues de CAH (figure 23), nous
avons observé une variation de la production de lipases entre les différentes souches. Cette
hiérarchisation montre d’une maniére générale, que chaque classe (groupe) est caractérisée
par une variable : les souches du groupe 3 ont des valeurs plus faibles d’activité lipolytique
sur le milieu BNt alors que les souches des groupes 1 et 2 ont des valeurs plus faibles
d’activité sur les deux milieux BNy et BNy, donc la variable Tween 80 caractérise la
production de lipases du groupe 3 et la variable 1’huile d’olive caractérise la production des

groupes (1 et 2).

Nous pouvons dire qu’il y a une diminution de production de lipases du quatriéme
groupe jusqu'au premier groupe et aussi au sein de méme groupe d’un milieu a I’autre. Le
taux de diminution de production de lipases par les souches appartenant au méme groupe
dépend de la nature de substrat lipidique dans le milieu de culture (variable caractéristique).
Concernant les isolats qui présentent une activité lipasique extréme (groupe 4) la variabilité de
production de lipases par les souches cultivées sur les trois milieux a été plus prononcée lors

de la présence de I’huile et le Tween dans le milieu de culture.
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Figure 23 : hiérarchisation des 4 groupes (rouge pour Lip+++, rose pour Lip++, vert pour
Lip+ et bleur pour Lip+/-) obtenus sur la base de leur activité lipolytique en fonction du

milieu de culture
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Une comparaison entre les différents groupes obtenus par CAH et par milieu de
culture en utilisant une analyse de variance au seuil de 5 % a été réalisée (tableau 20).
Selon les résultats obtenus de I'analyse de la variance (ANOVA), la production de lipase par
les souches cultivées sur les milieux contenant 1’huile d’olive (BNy ; BNty) arévélé une
différence significative de production de lipases entre la plupart des groupes des souches,
mais en présence de Tween 80 dans le milieu de culture nous avons noté une différence non
significative entre la plupart des groupes de souches. Alors que, sur tous les milieux les
souches du groupe 4 (Lip+++) possédent I’activité la plus élevée donc ce groupe joue un role
important dans la classification, suivi par les souches du groupe 3 cultivé sur un milieu
contenant 1’huile d’olive. En outre, au sein de chaque groupe la nature de la source lipidique
dans le milieu de culture a un effet significatif sur I’activité lipolytique entre la plupart des
groupes, avec une activation de la production de lipases des souches du groupe 4 en présence
de Tween 80 avec I’huile d’olive dans le milieu de culture contrairement aux souches du
groupe 3 (Lip++) qui sont actives en présence de I’huile d’olive et la production de lipases par
les bactéries des groupes 2 (Lip+) et 1 (Lip+/-) sont actives en présence de Tween 80.

Tableau 20 : comparaison des activités lipolytiques des 4 groupes obtenus par CAH et par

milieu de culture aussi en utilisant une analyse de variance au seuil de signification de 5%

Milieu Lip+++ Lip++ Lip+ Lip+/-

(n=2) (n = 6) (n = 31) (n = 10) Signification
BNt 11,23a (B) 4,31b (C) 8,8a (A) 7,24a,b (A) 0,001
BNy 12,05a(B)  10,91a(A)  4,87b (B) 1,2¢ (B) < 0,0001
BNyt 14,2a (A) 6,22b (B)  6,93b (A,B)  2,35¢ (B) < 0,0001
Signification 0.001 < 0,0001 0.01 0.001

Les lettres a, b, ¢ pour des comparaisons multiples par lignes entre groupes de CAH

Les lettres A, B et C pour des comparaisons multiples par colonnes entre milieux de culture
1.5. Détermination de ’activité spécifique de I’extrait brute

Les niveaux des activités spécifiques détectées sur les substrats lipidiques, c'est-a-dire
I'émulsion de I’huile d’olive, étaient variables (tableau 21). Les activités spécifiques des
lipases déterminées par un dosage des protéines (annexe 7) contenues dans le surnageant des
cultures bactériennes ont montré que les isolats SG14 et BG27 possédent les activités
spécifiques les plus élevées : 30,83+0,59 U/mg de protéines et 32,81+2,21 U/mg de protéines
respectivement sur le milieu BNy. Suivie de I’activite spécifique de SG2 (21,01+5,47 U/mg)

65



Résultats et discussion

et SS46 (20,89+0,95 U/mg) et les lipases de SG12 (19,91+4,05 U/mg) sur le milieu BNty.
Alors que pour les souches cultivées sur le milieu BNt la souche SG5 posséde I’activité

specifique la plus importante (10,76+4,28 U/mg).

Tableau 21 : activités spécifique des lipases extracellulaires des isolats cultivés sur les trois

milieux liquides incubés a 37°C exprimées en U/mg de protéines

Codes Milieu Milieu Milieu Codes Milieu Milieu Milieu
BN+ BNy BNyt BN+ BNy BNyt

SG1 3,41+0,01 | 12,05+2,71 1,41+0,16 | SG23 0,46+0,11 5,1840,51 4,06+1,44
SG2 7,16£0,13 | 21,01+5,47 2,7610,16 | SG24 0,3910,12 0,3910,23 3,31+0,96
SG3 0,9210,24 0,26+0,03 0,91+0,06 | SG25 0,181+0,22 | 16,61%+0,68 5,68+1,30
SG4 7,71+1,86 7,03+2,05 0,99+0,44 | SG26 7,55+1,84 | 11,33+2,48 2,06+0,43
SG5 10,76%4,28 9,01+0,31 3,83+0,28 | BG27 7,94+1,05 | 32,81+2,21 0,70+0,08
SG6 1,09+0,12 7,47+0,22 0,53+0,17 | BG28 0,93+0,18 4,37+0,16 2,12+0,01
SG7 0,5310,35 1,36%0,30 1,27+0,10 | BG29 1,00+0,01 | 14,03%0,08 1,19+0,03
SS46 0,04+0,04 | 20,89+0,95 6,24+0,34 | BG30 1,00%0,38 6,7712,95 0,83+0,12
SS47 2,7610,57 8,44+3,72 0,49+0,29 | BG31 2,29+41,12 4,01+0,18 0,40+0,06
SS48 0,34+0,06 1,29+0,00 0,24+0,20 | BG32 1,15+0,02 | 13,77%4,43 1,67+0,21
SG8 1,10+0,08 | 17,5810,39 8,47+0,08 | BG33 0,69+0,04 8,22+1,45 0,91+0,02
SG9 2,63+0,07 | 18,60+1,41 1,32+0,34 | BG34 0,7410,06 4,51+0,04 1,0410,23
SG10 0,8610,10 9,50+0,71 4,15+0,83 | BG35 0,5610,16 3,08+0,01 4,8913,09
SG11 9,4310,00 4,78%0,47 0,77+0,05 | BG36 0,1910,01 5,09+1,58 2,43+1,05
SG12 0,83%1,09 3,43+0,51 | 19,91+4,05 | BG37 0,2310,02 4,20%0,30 2,19+0,94
SG13 0,49+10,25 7,61+0,00 0,65+0,16 | BG38 0,30+0,01 | 15,5210,00 5,79+0,12
SG14 0,4610,00 | 30,83+0,59 1,46+0,03 | BG39 0,04+0,02 2,99+0,01 0,10+0,03
SG15 0,4410,04 2,32+1,29 3,90+£1,50 | BG40 0,3210,02 3,57+0,00 2,19+0,17
SG16 0,50£0,06 9,34+0,22 1,09+0,49 | BG41 0,86%0,03 5,68+0,04 3,16+0,43
SG17 0,59+0,02 4,00%1,05 0,74+0,13 | BG42 0,66%0,04 2,56+0,02 0,8210,14
SG18 5,05+0,72 0,24+0,07 0,32+0,35 | BG43 0,23+0,02 4,65%0,00 0,67+0,07
SG19 2,48+0,35 0,38+0,14 9,04+1,04 | BG44 0,5510,11 4,06%0,00 4,67%+4,90
SG20 5,95+1,28 0,69+0,61 0,36%£0,23 | BG45 6,10+£0,40 | 10,71+0,00 2,43+0,22
SG21 7,44+3 .45 0,17+0,08 2,22+0,59 | BS49 5,90+6,61 4,2210,24 8,44+1,72
SG22 0,8710,30 5,00+0,30 2,54+0,34
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2. Discussion

Le beurre cru et le beurre fermenté smen sont des sources potentielles de flores
diverses, parmi elles la flore lipolytique, de par leurs richesses en matieres grasses. Les corps
gras naturels ont un effet stimulant sur la production de lipase par les microorganismes
(Obradors et al., 1993) ; pour ses propriétés, la lipase microbienne est recherchée dans

plusieurs applications en industries alimentaires.

- La caractérisation physicochimique du beurre cru et du smen nous a permis de
constater qu’il existe une différence significative entre les parametres recherchés de smen et
celui du beurre cru. Les valeurs moyennes de pH des échantillons du smen (ES1a, ES3a,
ES23,) sont situées dans 1’intervalle des valeurs de pH (4,55 a 5,87) obtenus par Belyagoubi
et Abdelouahid (2013) et Guetouache et al. (2014). Seul I’échantillon ES23, présente une
valeur inférieure a celle des auteurs. Nos résultats peuvent s’expliquer par la durée et les
températures de conservation des échantillons qui varient respectivement de 1 a 23 ans et de
10 a 35°C (résultats de nos investigations). Le couple temps/température de stockage est un
paramétre important, car il permet de caractériser le pH: lorsque le temps de stockage
augmente avec la température, ceci entraine une diminution rapide de la valeur du pH (Park et
al., 2014). La valeur moyenne du pH du beurre cru observée dans la présente étude est
similaire aux valeurs rapportées par Spreer (1998) et Idoui et al. (2010), mais elle est plus

élevée que les valeurs rapportées par Samet-Bali et al. (2009) et Dervisoglu et al. (2013).

Nos résultats ont montré aussi que le taux de matiere grasse du smen a diminué par
apport au beurre cru. Nous remarquons donc que la fraction grasse du smen a subi une
hydrolyse, conséquence de 1’action des lipases (ElI Marrakchi et al.,1986). La méme
constatation est observée pour les extraits sec totaux et les teneurs en eau obtenus avec nos
échantillons, en effet nos valeurs sont aussi inférieures de celles du beurre cru et celles
obtenues par EI Marrakchi et al. (1986). Alors que les extraits secs dégraissés sont supérieurs
du beurre cru. Ces résultats expliquent que la préparation de smen provoque 1’évaporation de
I’eau a partir de la matiére premiére (beurre cru) et aussi par la diminution de la teneur du
lactose dans le non gras au cours du stockage (Benjelloun, 1984 ; Makhloufi, 2013). La méme
constatation est observée pour les extraits secs totaux et dégraissés obtenus avec tous les
échantillons du smen. En effet, ces deux parameétres ont diminué significativement entre
I’échantillon ES1a et les deux échantillons du smen (ES3a et ES23a). Ces résultats
s’expliquent par le mode de préparation et 1’évaporation de I’eau (ElI Marrakchi et al. 1986 ;
Makhloufi, 2013).
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Dans le beurre cru, les parametres mesures répondent a I’exigence de la norme
algérienne (JORA n°096 du 23-12-1998) ; ainsi, nos résultats sont en accord avec ceux
données par plusieurs auteurs (Chandan et al., 2009 ; Bauer et al., 2010 ; Dervisoglu et al.,
2013). Alors qu’ils sont différents de ceux obtenus par d’autres auteurs (EI Marrakchi et al.,
1986 ; Samet-Bali et al., 2009 ; Idoui et al., 2010 ; Makhloufi, 2013). Cette différence peut
étre liée, a la qualité physicochimique et a I’activité microbienne des laits crus utilisés et aussi

aux méthodes de la fabrication traditionnelle (ElI Marrakchi et al., 1986).

Peut on conclure que nos échantillons different par leurs régions d’origine des
prélevements, le type de lait utilisé (vache ou chevre), le processus de la préparation
traditionnelle (chakwa, jarre en terre), le chauffage et I’addition de différents ingrédients
(semoule de ble, sel, épices, etc.) ainsi que les ustensiles de conservation (jarre en terre ou en
plastique). Les conditions environnementales (température, 1’hygi¢ne, temps de conservation)
vont diminuer considérablement le taux de matiere grasse et d’humidité. Tous ces parametres
peuvent influencer significativement la composition du beurre cru et du smen et donc sur leur

qualité physicochimique (EI Marrakchi et al., 1986 ; Idoui et al., 2010).

- Le dénombrement de la flore totale est trés différent d’un échantillon a 1’autre.
Parmi les milieux utilisés, nous avons constaté que le milieu BNty nous a permis d’obtenir la
flore totale la plus importante (entre : 2,85 et 6,30 log UFC g™). La flore totale du smen est
faible comparativement avec les résultats mentionnés par plusieurs auteurs (Wondu, 2007 ;
Belyagoubi & Abdelouahid 2013 ; Guetouache et al., 2014) qui ont trouvé que le smen
posséde une charge microbienne importante, alors que le beurre cru présente une flore totale
relativement élevée par rapport aux résultats motionnés par Belyagoubi et Abdelouahid
(2013), mais cette flore est faible de celle obtenue par Wondu (2007).

- Le dénombrement de la flore lipolytique sur la base de I’apparition de la
précipitation des cristaux du sel de calcium ou de cuivre de I’acide gras sous I’influence d’une
lipase dans visible sous forme d'un halo opaque ou verdatre autour des colonies (Sierri, 1957 ;
Adejuwon, 2013), nous remarquons que pour les cing échantillons du smen le nombre des
colonies obtenues est relativement faible (entre : 0,70 et 2,35 Log UFC g). Ces résultats sont
inférieurs au nombre (5-5,38) Log UFC/g trouvés dans le Dhan rapporté par EI Marrakchi et
al. (1988a). Alors que le résultat de la flore lipolytique du beurre cru montre une valeur
importante (6,58 Log UFC g™*) qui est supérieure aux valeurs (2,10-4) Log UFC g™ rapportés
par plusieurs auteurs (Rady et Badr, 2003 ; Kacem et Karam, 2006 ; Idoui et al., 2013) et trés
proche de la valeur (2,50-5,29) Log UFC g™ mentionnée par Asresie et al.(2013).

68



Résultats et discussion

Nous avons remarqué une absence de la flore totale et lipolytique sur certains milieux,
ainsi qu’une variation de nombre des colonies obtenues entre les différents échantillons sur les
différents milieux que nous avons utilisés, cela peut étre expliqué par la qualité microbienne
des matieres premiéres (lait, eau, sel, etc.) la variation des méthodes du savoir faire (cités
précédemment) ; d’autres facteurs tels que le climat (chaud/froid) ont un fort effet sur le
développement des bactéries (Abdelmoumene, 2015) ; cependant, une longue conservation de
produit entraine une diminution considérablement de la flore microbienne étudiée,
probablement l'inhibition des microorganismes résulte de I'action conjuguée des acides gras
libres et du chlorure de sodium (ElI Marrakchi et al., 1986). Cet effet est limité, dans la
majorité des cas, aux acides gras a courte et moyenne chaine, de C4 a Cq, (Freese et al., 1973).
La baisse des teneurs en lactose et en protéines, observées pendant I'élaboration du produit
peut aussi, d'une facon secondaire, défavoriser le développement microbien, mais seulement
en fin de maturation (El Marrakchi et al., 1986).

- La purification des isolats lipolytiques a permis d’obtenir 159 isolats appartenant aux
6 échantillons étudiés (ES1a: 16 ; ES3a: 19 ; ES23a: 49 ; ES5a: 8 ; ES104: 12 ; EB : 55). La
croissance des isolats sur milieu solide contenant 1’huile d’olive et le Tween 80 (GNty), a

permis de sélectionner 49 souches bactériennes les plus productrices de lipases.

- La caractérisation préliminaire des 49 souches, par 1’observation microscopique et
les caractéres phénotypiques, a révélé qu’elles appartiennent a la catégorie des bactéries. Le
nombre élevé de bactéries peut étre attribué : a I'absence de pasteurisation du lait, I'effet des
processus de séparation et de barattage sur la fragmentation des touffes bactériennes qui
augmentent leurs nombres (Idoui et al., 2010). Selon Tantaoui-Elaraki et EI Marrakchi (1987)
la faible présence d’un certain nombre de micro-organismes (moisissures et levures) dans le
smen est probablement lié a I’accumulation de I'acide gras libre et la disparition totale ou

partielle des éléments nutritifs dans la phase aqueuse.

Les 49 souches lipolytiques obtenues dans le smen (totale 29 ; ES15: 4 ; ES3a: 6 ;
ES23a : 17 ; ES104 : 2) et le beurre cru (20) sont des bactéries a Gram positifs sauf pour
BG34 qui est a Gram négatif, ces résultats sont en désaccord avec les résultats d’El Marrakchi
et al. (1988a) qui a mentionné que qualitativement, dans le beurre avant le salage, la flore
lipolytique est représentée essentiellement par les bactéries a Gram négatifs. Mais il confirme

nos résultats concernant la dominance en smen des bactéries a Gram positifs.
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La caractérisation préliminaire des 49 isolats est basée sur les caractéres
morphologiques et sur certains métabolismes biochimiques qui ont permis de mettre en place
une collection représentée par six types de bactéries lipolytiques : 49 % (beurre cru: 3;
smen: 21) sont a Gram positifs, filamenteuses ramifiées, catalase positive, asporulées et
immobiles ; 31 % (beurre cru: 11; smen: 4) sont a Gram positifs, forme coque, catalase
positive, asporulées, immobiles et dégradent le mannitol ; 10 % (beurre cru: 1; smen: 4)
sont a Gram positifs, forme batonnet, catalase positive, asporulées et immobiles ; 4 % (beurre
cru: 2 ; smen : 0) sont a Gram positifs, forme coque, catalase positive, asporulées, immobiles,
ne dégrade pas le mannitol et ont une coloration jaune ; 4 % (beurre cru : 2 ; smen : 0) sont &
Gram positifs, forme batonnet, catalase positive, sporulées et mobiles et 2 % (beurre cru: 1;
smen : 0) sont a Gram négatifs, formes cogues, catalase positive, asporulées et immobiles. Les
souches de cette collection possédent une activité lipolytique, Ces résultats obtenus sont
confirmé par Borrelli et Trono (2015) ; Uddin et al. (2016) ; Treichel et al. (2010). Il faut
noter que I’identification phénotypique est trés limitée et sans doute, l’utilisation des
techniques moléculaires apporte plus de description de la biodiversité microbienne dans ces

écosystemes.

Il n'y avait pas assez de recherche en ce qui concerne 1’isolement de bactéries
lipolyiques a partir du beurre cru et smen, ces résultats ne correspondent pas a ceux obtenues
par ElI Marrakchi et al. (1988a), ce dernier a noté que la flore lipolytique est représentée
principalement par Bacillus et Staphylococcus pour le Dhan et par Pseudomonas,
Acinetobacter, Vibrionaceae et Flavobacterium pour le beurre cru au premier jour de sa

préparation.

Dans le beurre cru, la forme coque des bactéries est la plus dominant par 64 % et dans
le smen la forme filamenteuse est la plus dominant par 70 %. La prédominance de ces groupes
de bactéries dans nos échantillons du smen et du beurre, peut dépendre de la flore présente
dans les matiéres premiéres (lait, eau, sel), les conditions d'hygiéne, de I'environnement et de
stockage (Santos et al., 2016). Aussi, elle s'explique par la résistance a certains facteurs
d'inhibition (tolérer des concentrations en chlorure de sodium élevées et résister a des valeurs
de pH faibles) et posséde aussi une résistance a I'effet défavorable des acides gras libres (El
Marrakchi et al., 1988a).

- La production de lipases extracellulaires par les 49 isolats lipolytiques cultivés sur

les trois milieux de culture liquides est positive, mais avec une variabilité de la synthese
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influencée par la présence des lipides. En général, l'activité des lipases extracellulaires
augmente avec 1’augmentation des concentrations de lipides, bien que des niveaux excessifs

dans le milieu de croissance puissent étre cytotoxiques (Thomson et al. 1999).

Cette variabilité de production de lipases selon les souches est étudiée par le biais
d’une analyse statistique. La classification hiérarchique (CAH) de nos données sur les
activités lipolytiques, a identifié quatre groupes contrastés de bactéries du smen et du beurre
cru, ou les groupes des souches se distinguent selon 1’activité lipolytique. Les souches au sein
de chaque groupe fonctionnent de maniere semblable dans les trois milieux de culture mais
les groupes 3 et 4 sont les plus homogénes. Tandis que I’ACP donne une bonne
discrimination de ces quatre groupes. Donc, a partir des résultats de CAH et d’ACP, les
souches ayant la plus forte activité lipolytique, sur les trois milieux de culture, sont celles des
groupes trois et quatre composés par les isolats (SG8, BG32, SG5, SG14, SG9, SG26, SG25,
SS46). Cela est confirmé par ruban (1978) et Adejuwon (2013) qui ont montré la variation
significative de I’activité lipolytique entre les microorganismes méme s’ils appartiennent a la
méme espece. La potentialité de production sur les trois milieux est expliquée par Gupta et al.
(2004) ou les lipases peuvent étre régio-spécifiques ou non spécifiques vis-a-vis des
triacylglycérols. Certaines lipases possédent également une spécificité d'acides gras par
rapport a la longueur de la chaine carbonée. Alors que les lipases non spécifiques, agissent au
hasard sur la molécule de triacylglycéride et conduisent a la décomposition compléte du
triacyl-glycéride en acide gras et en glycérol, comme il a été constaté pour les groupes quatre

et trois de notre étude.

Cependant, les résultats de I’analyse de variance ainsi que hiérarchisation des souches
des 4 groupes qui ont mis en évidence 1’effet significatif de la source lipidique contenue dans
le milieu de culture sur la production de lipases intra et intergroupes des souches, donc
I’activit¢é de chaque bactériec change selon la nature de substrat lipidique (naturelle ou
synthétique) dans le milieu de culture. Les souches (SG8 et BG32) sont les plus actives en
présence de I’huile d’olive avec le Tween 80 dans le milieu, les souches (SG5, SS9, SG14,
SG25, SG26, BG46) sont inhibées par la présence de Tween 80 tandis que les souches qui
restent (groupes 1 et 2) sont actives en présence de Tween 80. Les deux souches SG8, BG32
sont celles qui definissent une différence potentielle entre les isolats et qui possédent 1’activité

lipolytique la plus importante sur les trois milieux. Donc, le taux d’hydrolyse des lipides

“ régio-spécifiques : le fait que la lipase catalyse préférentiellement ’hydrolyse des acides gras en position 1 ou 3
des triacylglycerols.
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dépendant, principalement, de la concentration en enzyme lipases produite qui varie d'une
souche a l'autre, cela peut s’expliquer par 1’accélération ou 1’inhibition par la présence du
Tween 80, de I’huile d’olive, de la gomme arabique, du calcium et du sel dans le milieu de
culture méme la plus longue période d'exposition de I'huile végétale pour les souches
cultivées aux milieux contenant I’huile d’olive, la différence du pH optimum et la température
optimale, tous ces facteurs peuvent influencer méme des souches de méme espece
(Adejuwon, 2013).

Les lipases produites par les bactéries cultivées sur des milieux contenant 1’huile
d’olive et/ou le Tween 80, conduisent a la formation des acides gras libres dans le milieu,
favorisant la diminution du pH ; ce n’est pas le cas des isolats de notre étude ou le pH des
milieux de culture est alcalin entre 6,68 et 8,9, cela peut étre s’expliquer par I’assimilation
des acides gras libres présents dans le milieu de culture par les cellules bactériennes, suite a la
dégradation enzymatique (Obradors et al., 1993). Peut on conclure qu’il y a une diminution
du pH pendant I’incubation mais, I'inhibition de la lipase par les acides gras libres est éliminée
par la présence des ions de Ca®* et les Tweens (Alford et al., 1971). Ainsi que les lipases de
notre étude sont restées actives sur cette gamme de pH cela peut étre s’expliquer par le faite
que les lipases bactériennes ont en général un pH optimum neutre ou légérement alcalin de 8 a
8,5 (Lawrence, 1967). Cependant, il existe des lipases conservant une bonne activité a des pH
plus extrémes, d'autre part, certaines lipases sont stables et actives dans une large gamme de
valeurs de pH (Watanabe et al., 1977).

- Les résultats des activités spécifiques des préparations brutes de la lipase ont montré
une variabilité entre les lipases des souches. Cette différence entre les activités mesurées est
attribuable aux différents substrats forment les émulsions, qui sont également affectées par la
nature des émulsifiants, les différences dans les quantités de substrats et des émulsifiants
utilisés, et les relations substrat-émulsifiants (Kordel et al., 1991). Les activités spécifiques
dépendent de la concentration de protéines dans le milieu de culture donc elle donne la part de
I’enzyme lipase parmi les protéines produites par la souche. L’activité spécifique remise en
question, la pureté et I'identité de la lipase donc les étapes du procédé de purification donnent
une augmentation de I'activité spécifique (Saxena et al., 2003 ; Kurtovic et al., 2009). Selon
Laszlo et al. (2011) I’activité spécifique est basée sur la quantité d'enzyme catalytiguement
active déterminée par titrage du site actif. Cette activité spécifique a été utilisée pour la
normalisation de la quantité ajoutée d'enzyme dans des émulsions naturelles (Bourlieu et al.,
2012).
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Cette étude nous a permis de retirer premiérement que nos échantillons montrent des
différences d’origines, de processus de la préparation traditionnelle, de type de lait utilisé, de
chauffage et d’addition de différents ingrédients ainsi que des ustensiles de conservation et
des conditions environnementales ; deuxiémement une différence significative entre les
paramétres physicochimiques mesurés du beurre cru et des échantillons du smen. Par ailleurs,
des différences non significatives ont été trouvées pour le MG et la teneur en eau des
échantillons ES1a et ES3a, ainsi que pour I’ESD et I’EST des échantillons ES3a et ES234 ;
troisiemement quarante-neuf souches bactériennes sont isolées a partir de nos échantillons et
les résultats de leurs cultures dans le milieu liquide montrent qu’elles possédent toutes au
moins une certaine activité lipolytique et les souches les plus potentielles sont (SG8, BG32,
SG5, SG14, SG9, SG26, SG25, SS46).
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Dans cette étude, deux principaux objectifs sont réalisés :

- Le premier consiste, principalement, a 1’isolement, la purification et la caractérisation des

bactéries lipolytiques du beurre cru et du smen algériens ;

- Le second a pour intérét d’étudier les potentialités lipolytiques des bactéries isolées et 1’effet

de la nature de la source lipidique sur la production de I’enzyme lipase.

Nos échantillons (beurre cru : 1; smen : 5) différent par leurs origines, leur processus
de la préparation traditionnelle (temps de fermentation spontanée ; temps de barattage ;
filtration ; ustensiles de barattage : chakwa, jarre en terre), le type de lait utilisé (vache ou
chévre), le chauffage et I’addition de différents ingrédients (semoule de blé, sel, épices, etc.)
ainsi que les ustensiles de conservation (jarre en terre ou en plastique) et les conditions

environnementales (température, temps de conservation).

Le screening a abouti a I’obtention de plusieurs isolats lipolytiques a partir de mati¢res
premiéres riches en matiere grasse, & savoir : le beurre cru et le smen. Le test de ’activité
lipolytique sur milieu solide a permis de préselectionner quarante neuf souches bactériennes,
en se basant sur les résultats phénétiques, Ces derniéres ont rapproché de six types de
bactéries lipolytiques : 49 % (beurre cru : 3 ; smen : 21) sont a Gram positifs, filamenteuses
ramifiées, catalase positive, asporulées et immobiles ; 31 % (beurre cru : 11 ; smen : 4) sont a
Gram positifs, forme coque, catalase positive, asporulées, immobiles et dégradent le
mannitol ; 10 % (beurre cru: 1; smen: 4) sont a Gram positifs, forme batonnet, catalase
positive, asporulées et immobiles ; 4 % (beurre cru : 2 ; smen : 0) sont a Gram positifs, forme
coque, catalase positive, asporulées, immobiles, ne dégrade pas le mannitol et ont une
coloration jaune; 4 % (beurre cru: 2; smen: 0) sont a Gram positifs, forme batonnet,
catalase positive, sporulées et mobiles et 2 % (beurre cru : 1 ; smen : 0) sont a Gram négatifs,

formes coques, catalase positive, asporulées et immobiles.

Néanmoins, le test de production de lipase sur milieu liquide contenant des inducteurs
de la production lipolytique (Tween 80 ; huile d’olive avec ou sans Tween 80) a abouti a la
sélection par le biais de la classification ascendante hiérarchique (CAH) et 1’analyse en
composante principale (ACP) de huit souches uniquement (SG8, BG32, SG5, SG14, SG9,
SG26, SG25, SS46), comme étant souches potentielles productrices de lipases vraies sur les

trois milieux de culture utilisés.
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Le test ANOVA a montré que la quantité d’enzyme lipase produit par chaque souche
est significativement affectée par la présence de 1’huile d’olive et de Tween 80 dans le milieu,
comme inducteurs ou inhibiteurs. Donc I’activité de chaque bactérie est change selon la
nature de substrat lipidique dans le milieu de culture aussi apres comparaison des moyennes
par le test ANOVA a montré que les deux souches SG8 et BG32 posseédent ’activité
lipolytique la plus forte sur les trois milieux et ses activités sont induite par la présence de

I’huile d’olive et Tween 80 dans le milieu de culture.

Cette constatation révele le degré d’adaptation de ces souches a des milieux variés,
permettant de conclure qu’elles peuvent étre utilisées dans des applications biotechnologiques

diverses.
A la suite de ce travail, nous envisageons les perspectives suivantes :

- Approfondir I’identification pour les huit isolats productrices de lipases (moléculaires et
génotypiques : SDS PAGE, HPLC, DGG, etc.) afin de les affilier aux especes

correspondantes ainsi étudier leurs le pouvoir virulent ;
- Dosage de ’activité lipasique par les méthodes chromatographiques ;
- Optimiser les conditions de la mesure de 1’activité lipase de ces bactéries isolées ;

- Purification et caractérisation (chimique et moléculaire) de 1’enzyme lipase produite par les

huit bactéries potentiellement lipolytiques ;
- Optimiser la production des lipases par I’étude des facteurs inductibles ;

- Il faudrait également s'intéresser a lI'impact de lipases sur le processus de maturation du smen

prépare.
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Questionnaire sur le procédé de préparation du beurre cru

et du smen

N° du questionnaire : ................ Date: ...... ei.. /201 .

Dans le cade de mon mémoire de magister, Ce questionnaire est effectué pour connaitre la

tracabilité du Beurre cru et du smen utilisés pour notre travail.

Nous demandons de bien vouloir répondre a toutes les questions suivantes ; VVous réponses

seront un élément essentiel a la réussite de cette étude.

ONlle OENe [ENe [ENe [ENe [OENe [OENe [OENe [N mﬂ

I. IDENTITE DES INTERVIEWERS

Nom et prénom (facultatif) : ...................l. Sexe : Féminin |:| Masculin |:| .
Age i ans !
PrOfESSION . e .
Lieude résidence :..................... Daira Wilaya : .................. !

Origine : Urbain |:| Rural |:|
ILLA MATIERE PREMIERE (BEURRE CRU)

11-1- L’origine de la matiére premiére

Q1- quelle matiére premiére utilisez-vous ?
Beurre fermier [] Beurrecru [ | Beurre pasteurisé []
Lait cru |:| margarine |:| Autres | |

Q2- Le beurre utilisé est-il préparé a la maison ? Oui |:| Non |:|

e Sioui:
Q2-1- Quel est le lait utilisé pour sa préparation ?
Cru |:| Nature (pasteurisé, stérilisé) |:|
Reconstitué |:| Autres | |
Q2-2- Le lait utilisé a-t-il subit un traitement thermique? Oui [_]  Non []

Q2-3- quelle est ’origine de ce lait ?

Vache [ ] Brebis [] Chevre []

Camelin  [_] Mélange (Citer) | |

1/4

i-] ollN oEN] ENN oEN AN EN AN EN ElN EN EN EN EN oElN M Ml ENN MElN oElN oElN Ml oENN oM ooEN



11-2- Préparation de la matiére premiere
Qs- Le beurre est préparer a partir de : Laitcoagulé [ ]  De lacréme []

e Si ouli, citez le temps et la température ?

Qs- Quelles sont les conditions de la coagulation de lait ?

L1000 KPP PP R SUPR PP

TEIMPETALUIE © ..ottt bbb e st bt b e e e bt e b e ne e st e bt e b e b e st e bt e b e e e bt et e ne e e re e

Qs- Ajoutez-vous des additifs pour favoriser la coagulation ou la fermentation ?

Oui ] Non []

¢ Si oui, citez-les ?

Q7 - quel est le type de barrate utilisez vous ? i
Qs - Quel est le temps de barattage ? !

Qo - Le beurre prépargé, est-il utilisé immediatement pour la préparation de smen ?

Oui |:| Non |:|

e Si non, pourquoi ?

I11. PREPARATION DE SMEN

Quo- Le beurre utilisé est-il fondu? ~ Oui [ ] Non []

e Si oui, citez le couple :

IS0 PSSP PR TR
TEOMPEIALUIE © oceveieieiie ettt et e et e e e st e et e e st e e te e beesbeeheesbeessesse e beenbeeseesaeebeenseareenteennenreas

11-Ajoutez-vous d’autres ingrédients au beurre ? Oui Non
J g

¢ Si oui, citez le type et la quantite ?

Ingrédients

Quantité

Quantité de beurre

Q12- Selon vous, pourquoi vous les ajoutez ?

N
=~
N
o [
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Q13- Si le beurre est fondu, quel est le moment de ’ajout ?
Avant la fonte |:| Apres la fonte D
Qu4- Procédez-vous au malaxage de meélange (beurre ingrédients) ? Oui |:| Non |:|

e Pourquoi ?

Q15- Quelle est la méthode utilisée pour la récupération de men ? i

Q16 - Est ce qu’il y a des parties qui sont éliminées ? Oui I:l Non I:l !
e Sioui: i
O L1 1 L= T0] o) AU ORROURTOPRR
-Vous les UtiliSEZ POUTF QULIES CROSES: ........ccuiiiiiieiiieiee e !

IV.MODE DE CONSERVATION DU SMEN

Q17- Le smen préparé est utilisé :

Directement apres préparation |:|

Aprés conservation [[]Citezladurée : ......coocovvviviaiiiiiie,

Qas- Les ustensiles utilisés:

Jarre en terre |:| Plastique D Verre D

Céramique |:| Autres | | .

e Pourquoi ? !
Q19-Quelles sont les conditions de conservation ? !
TOMPETALUIE : ...e.veeieceie ettt e et e st e et e e e e s e st e et e ess e e beesteeasesbeesseeneesae e teeseesaeesteeneeaneeseans i
Temps (Pour I’échantillon r€CUPEre) ..o .

] €[] PSP !

Q20- Donnez une description du produit prét a I'utilisation ? i
0 011 SO S TR SRRTOSORRPRPN .
o0 =T SRS STSSSRS !
1 L= SRS SSSRRS i

V. MODE DE CONSOMMATION DU SMEN

Q22 - Smen est consommé : Ajouté dans les plats traditionnels [Autres | |
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Q23-Le but d’utilisation de smen est d’:

Améliorer le go(it []
Apporter plus d’arémes D

Améliorer la qualité nutritionnelle |:|
Autres | |

Q24-Ce produit traditionnel (smen) est-il commercialisé ?

VI. RESUME DE PREPARATION DU SMEN
(Merci de nous résumez les étapes de préparation)

Merci de nous avoir accordé votre temps et d'avoir

répondu sincerement a nos questions car

votre franchise est l'une des devises

de la réussite de notre travail

4/4
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1. Milieux géloses

Les compositions sont données pour un litre d’eau distillée, le volume doit étre amené a

un litre d’eau a 1’aide de la quantité nécessaire d’eau distillée. Le pH final, le temps et la

température d’autoclavage sont mentionnés ainsi que les modalités particuliéres de préparation.

GNO (Gélose Nutritive Ordinaire)

Peptone 109
Extrait de viande 59
Chlorure de sodium 5¢g
Gélose 15 ¢
Eau distillée gsp 1000 mL

pH 7,2

Stérilisation : 120°C pendant 20 minutes

Guiraud, 2003

Gélose PDA (Gélose Pomme de Terre Glucosée)

Extrait de pomme de terre (a partir de 200g) 1l
Glucose 20 ¢
Gélose 159

pH 5,6

Stérilisation : 120°C pendant 15 minutes

Guiraud, 2003

Gélose SD (Sabouraud Dextrose)

Peptone de viande 5¢

Peptone de caséine 5¢

Glucose 20¢g

Gélose 20¢g

Eau distillée gsp 1000 mL
pH 6,3

Stérilisation : 120°C pendant 20 minutes

Guiraud, 2003

Gélose OGA (Gélose Oxytétracycline-Glucose)

Extrait de levure 509

Glucose 20,0 ¢

Gélose 16,0 ¢

Eau distillée gsp 1000 mL
pH 7,0

Stérilisation : 115°C pendant 20 minutes

Guiraud, 2003
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Gélose Nutritive Ordinaire au jaune d’ceuf

Peptone 10g

Extrait de viande 59

Chlorure de sodium 59

Gélose 15 ¢

Eau distillée gsp 1000 mL
pH 7,2

Stérilisation : 120°C pendant 20 minutes

Addition de 10 % de jaune d’ceufa 8 %

Guiraud, 2003

Gélose MRS (Gélose de Man Rogosa et Sharpe)

Peptone 10,09
Peptone de viande 10,09
Extrait de levure 5049
Glucose 20,09
Tween 80 1,0 mL
Phosphate dipotassique 209
Acétate de sodium 5049
Citrate triammonique 209
Sulfate de magnésium 200,0 mg
Sulfate de manganése 50,0 mg
Gélose 1509
Eau distillée gsp 1000 mL
pH 6,5

Stérilisation : 120°C pendant 15 minutes

Guiraud, 2003

Gélose M17 (Gélose de Terzaghi)

Peptone de soja 500
Peptone de viande 259
Peptone de caséine 509
Peptone de caséine 5049
Extrait de levure 25¢g
Lactose 509
Acide ascorbique 059
Glycérophosphate de sodium 1909
Sulfate de magnésium 0,25¢g
Gélose 13,09
Eau distillée gsp 1000 mL 1000 mL
pH 7,2

Stérilisation : 120°C pendant 15 minutes

Guiraud, 2003
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Gélose Mannitol mobilité

Peptone 209

Nitrate de potassium 1lg

Mannitol 29

Rouge de phénol 40mg

Gélose 49

Eau distillée gsp 1000 mL
pH 8,1

Stérilisation : 120°C pendant 15 minutes

Guiraud, 2003

2. Milieux liquides

Bouillon Nutritif

Peptone 109
Extrait de viande 59
Chlorure de sodium 5¢

Eau distillée gsp 1000 mL

pH 7,2

Stérilisation

: 120°C pendant 20 minutes

Guiraud, 2003

Solution saline

Chlorure de sodium 0,

859

Eau distillée

100 mL

Milieu de la sporulation

Peptone 109

Extrait de viande 50

Chlorure de sodium 50

Gélose 15 g

de sulfate de manganése 0,004 %

Eau distillée gsp 1000 mL
pH 7,2

Stérilisation

: 120°C pendant 20 minutes

Guiraud, 2003

3. Solutions

Solution de sulfate de cuivre (1) saturé

Produits Quantité
Pentahydrate de sulfate de cuivre formule 207,70 g
CuSQy,, 5H,0
Eau distillée gsp 1000 mL

Tampon phosphate & 0,2 mol/L et de pH 7.0

Produits Masse molaire (g/mol) Quantité
Potassium phosphate monobasique 136,09 10,53 ¢
KH2PO4
Potassium phosphate dibasique 223,23 27,379
K2HPO4
Eau pure gsp 1000 mL
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Solution de CaCl,a 0,6 %

Produits Quantité
Chlorure de calcium CaCl, 69
Eau distillée gsp 1000 mL

Solution de NaOH a 0,1 M

Produits Quantité
Hydroxyde de sodium NaOH 49
Eau distillée gsp 1000 mL

Réactif de Bradford

Produits Quantité
Bleu de Coomassie G-250 100 mg
Ethanol & 95% 50 ml

Aprés une agitation magnétique pendant 2 heures ajouter

Acide orthophosphorique a 85%

100 ml

Eau distillée gsp

ajusté a 1 litre

Gamme d’étalonnage a utiliser pour le dosage des protéines par la méthode

Bradford
Tubes 0 1 2 3 4 5 6
Gamme SAB en (ug/mL) 0 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60
SAB (uL) 0 5 10 | 15 | 20 | 25 | 30
Eau 100 | 95 90 85 80 75 70
Réactif Bradford (uL) 300

Homogénéiser et garder a ’obscurité pendant exactement 5 min

4. Réactifs de la coloration de Gram (Guiraud, 2003)
- Solution de violet de Gentiane : 1 g de violet de gentiane, 10 mL d’alcool éthylique a 95 %,

2 g de phénol ajoutés a 100 mL d’eau distillée.

- Solution de Lugol : 1g d’iodure de potassium, 1 g d’iode ajoutés a 300 mL d’eau distillée.

- Alcool éthylique : a 95 %.

-Solution de Fuschine de ziehl : 1g de Fuschine, 10 mL d’alcool éthylique a 95 %, 5 g de

phénol ajoutés & 100 mL d’eau distillée.

5. Autres réactifs et produits
- Eau oxygénée ;

- Glycérol (5 %) ;

- NaCl ;

- C&Clz;

- Acétone ;

- Ethanol ;

- NaOH ;

- Phénolphtaléine ;

- la gomme arabique ;
- Glycérol a 20 % ;

- Huile d'olive ;
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Annexe 03

La liste des appareils et matériels

Matériels et appareillages!

Equipement Marque
Etuve Memmert
Bain marie Memmert
Bain marie agité Memmert
Balance de précision KERN
Microscope optique Motic B1-220 ASC
Agitateur magnétique chauffant IKA RH basic 2
Réfrigérateur a (- 4°C) Condor
Congélateur a (-20°C) FCKW-Frei
Agitateur-Vortex VELP Scientific
pH métre Ohaus STARTER 3100
Compteur colonies Bioblock Scientific
Centrifugeuse NF400 / 400R
Autoclave Autoclave - Aluminium (Cooker Type)
La loupe binoculaire MOTIC S-10-P
Ultraturrax IKAT18
Spectrophotométre SHIMADZU

Images de quelques appareils et matériels

Etuve

Bain marie Bain marie agité



https://www.google.dz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=0ahUKEwjus6iS6dfRAhVmFMAKHap5CdUQjhwIBQ&url=http%3A%2F%2Fwww.testequipmentdepot.com%2Fohaus%2Fph-meters-and-water-quality-analysis%2Fconductivity-meters%2Fbench%2Fbench-ph-meter-st3100f.htm&bvm=bv.144224172,d.ZGg&psig=AFQjCNFmm7PhikFzbZWeB9nK1v_X1ItyoQ&ust=1485245580037689&cad=rjt
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Balance de précision

Congélateur a (-20°C)

Compteur colonies

Centrifugeuse

Autoclave

Spectrophotomeétre

La loupe binoculaire

Ultraturrax
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microscopigue des isolats apres 7

Aspect macroscopie

Aspect microscopie (x100)

Aspect microscopie (x100)

Aspect microscopie (x100)

SG1

SG1

SG2

-

SG11

G3
SG9

SG12
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Aspect macroscopie

Aspect microscopie (x100)

Aspect macroscopie

Aspect microscopie (x100)

Aspect macroscopie

Aspect microscopie (x100)

'.. L P 't ¢

g r

SG14

SG15
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Aspect macroscopie

Aspect microscopie (x100)

Aspect macroscopie

Aspect microscopie (x100)

Aspect macroscopie

Aspect microscopie (x100)

SG26

-
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Aspect macroscopie

Aspect microscopie (x100)

Aspect macroscopie

Aspect macroscopie

Aspect microscopie (x100)

Aspect microscopie (x100)

o,

BG39
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Aspect macroscopie

Aspect microscopie (x100)

.
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Annexe 05 Protocoles

Préparation d’émulsion d’huile d’olive dans la gomme arabique (Sefha, 2011)

Dans un bécher d’un litre, on porte a I’ébullition 1L d’eau distillé. Sous agitation, 20g
de la gomme arabique est versée en pluie. Quand la gomme arabique est dispersée, la solution
est laissée sous agitation dans un cristallisoir remplie de glace jusqu’a ce que la solution soit
clarifiée.

L’émulsion d’huile d’olive est préparée a 1’aide d’un homogénéiseur (ultratorex) par 1’ajout
d’huile d’olive (tout dépend la concentration en substrat désirée) dans la solution de la gomme
arabique, le mélange est agité 4 fois 1 minute en s’arrétant 30 secondes entre deux agitations

successives pour éviter I’échauffement de I’émulsion.

Préparation d’émulsion d’huile d’olive dans le Tween 80 (Sierra, 1957)
L’émulsion d’huile d’olive est préparée a 1’aide d’un homogénéiseur (Ultraturrax) par 1’ajout

d’huile d’olive (tout dépend la concentration en substrat désirée) dans le Tween 80.

Préparation d’émulsion de jaune d'ceuf (JORA n°68 du 23 novembre 2014)

- Nettoyer les ceufs frais avec une brosse a l'aide d'un détergent liquide ;

- Rincer a I'eau courante puis désinfecter les coquilles (plonger dans I'éthanol a 70 % fraction
volumique pendant 30 seconde ;

- Laisser sécher a l'air, soit en les pulvérisant d'alcool suivi de flambage ;

- Mettre dans un flacon stérile de jaune d'ceuf et ajouter quatre fois leur volume d'eau distillée
stérile ;

- Mélanger vigoureusement ;

- Chauffer le mélange dans un bain a 47°C pendant 2 h et entreposé a 3°C pendant 18 a 24h,
pour laisser former un précipita ;

- Récupérer le surnageant dans des flacons stériles.

Coloration simple (Guiraud, 2003)

- Déposer une goutte d’eau physiologique stérile sur une lame propre.

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

- Recouvrir le frottis fixé par quelque goutes de bleu de méthyleéne.

- Laisser agir 30 secondes a 2 minutes.
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- Rincer a I’eau.
- Séchez a la flamme.

- Déposer une goutte d’huile a immersion sur le frottis et observer au microscope.

Coloration différentielle de Gram (Guiraud, 2003)

- Déposer une goutte d’eau physiologique stérile sur une lame propre.

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

- Couvrir le frottis par du cristal violet pendant 60 secondes.

- Laver I’excés du colorant avec de I’eau distillée.

- Couvrir de lugol pendant 30 secondes.

- Laver a I’eau distillée pendant 5 secondes.

- Rincer immédiatement le frottis avec ’alcool absolu en inclinant la lame et par goutte a
goutte jusqu’a disparition compléte de la coloration violette.

- Laver a I’eau distillée pendant 5 secondes.

- Couvrir avec de la fuschine pendant 15 secondes.

- Laver a I’eau distillée pendant 10 secondes.

- Déposer une goutte d’huile a immersion sur le frottis et observer au microscope.

- Les cellules Gram+ absorbent la couleur du cristal violet et demeurent bleues violettes,

contrairement aux cellules Gram- qui apparaissent distinctement rosatres.

Bartholomew et Mittwer (Guiraud, 2003)

- Déposer une goutte d’eau physiologique stérile sur une lame propre.

- Prélever un échantillon de colonie et mélanger avec la goutte d’eau physiologique, strier et
chauffer sur la flamme d’un bec benzéne (20 passage).

- colorer pendant 10 minutes a I’aide d’une solution saturé de vert de malachite.

- laver rapidement durant 10 secondes a I’eau froide.

- Recolorer par la safranine a 0,25 % pendant 15 secondes.

- laver rapidement a 1’eau.

- sécher a la flamme.

- Déposer une goutte d’huile a immersion sur le frottis et observer au microscope.
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Annexe 06 Fiches Technique de Food Scan

FOODSCAN - FOSS

Principe de la mesure

La spectroscopie Proche Infrarouge (NIR) est basée sur I’interaction entre la lumicre et
la matiere organique. La lumiére a long temps été définie soit comme un corpuscule (théorie
défendue par Newton), soit comme une onde (théorie défendue par De Huygens). L approche
quantique de physique a démontré la dualité de la lumiére, a savoir que la lumiére se
comporte soit comme une onde (onde électromagnétique), soit comme un corpuscule
(photons) selon I’observation.

Le comportement ondulatoire de la lumiére est caractérisé par 3 grandeurs :
- La longueur d’onde (distance parcouru entre 2 maximas, ou 2 minimas),

- L’amplitude (intensité de la lumicre)

- La célérité (vitesse de la lumiére dans le milieu).

La matiére peut étre modélisée comme un oscillateur anharmonique : en raison des
forces de répulsions entre €lectrons voisins, et des forces d’attraction entre les électrons d’un
atome et les protons des atomes voisins, les liaisons chimiques sont continuellement oscillent.

Ainsi, méme a I’état fondamental (équilibre thermodynamique) la molécule est en
vibration. Par conséquence, chaque type de liaison chimique est défini par une fréguence de
vibration. Cette vibration naturelle a pour conséquence de modifier le moment dipolaire des

liaisons (si existant).
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'l’ détecteur

Lumuiéere mcidente Lumiére transmise

ITEC169A

Principe de la mesure NIR sur le FOODSCAN

Dans le cas du FOODSCAN ou le mode d’analyse est la transmittance,
I’expérimentation fait une sorte que seule I’énergie transmise soit mesurée. Si le mode
d’analyse est la réflectance (InfraXact par exemple), alors I’énergie transmise sera cette fois
nulle et seule I’énergie réfléchie est mesurée. Le mode d’analyse est a choisir selon
I’application. FOODSCAN irradie donc 1’échantillon d’une succession de lumiére
monochromatique (longueur d’onde entre 805 et 1050 nm, avec une résolution de 2 nm) et
mesure ensuite la quantité d’énergie transmise. Le résultat de la mesure du FOODSCAN est
alors une valeur d’absorbance tous les 2nm entre 850 et 1050 nm. FOSS préconise donc de

mettre en place un plan de contréle sur chacun de vos produits.
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Annexe 07 Résultats en chiffres de 1’évaluation des'

hauteurs de lyse des isolats faiblement lipolytiques, mesure de:

I
I
pH a la des cultures et de dosage des protéines :

1 Résultats en chiffres des de I’évaluation des hauteurs de
lyse des isolats faiblement lipolytiques (en mm)

Codes Milieux Origines 3°™ jours 6°™ jours 9°™ jours 12°™ jours
1 0+0 1.67+0.29 210 210
2 2.67+0.29 5.83+0.29 6+0 6+0
3 0+0 0+0 8.83+0.29 13.17+0.29
4 0+0 1.83+0.29 5.17+0.29 8+0
5 ES1A 0+0 0+0 0+0 1.17£0.29
6 4+0.5 810 8+0 8+0
7 210 4,17+0.29 6.33+0.58 6.33+0.58
8 0+0 0+0 1.00+0 1+0
9 1.33+0.58 3.67+0.29 7.17£0.29 8+0
10 1.17+0.29 310 5.17+0.29 50
11 4,33+£0.58 8.33+£0.58 9.17+0.29 10+0
12 ES3A 0+0 1.17+0.29 2.17+0.29 2.17+0.29
13 3.83+0.29 7+0 1140 1310
14 0+0 1+0 1+0 1+0
15 4.67+£0.58 6.83+0.29 12.67+0.58 13+£0.5
16 2.17+0.29 4.5+0.5 7+0 8.33+0.58
17 3.17+0.29 7.03+0.06 11.17+0.29 13.17+0.29
18 3.33+0.58 6.5+0.5 1710 18.83+0.29
19 0+0 1.67+1.15 7.33+£0.58 13.33+£0.58
20 0+0 1+0 1+0 1+0
21 3.5+0.5 7.83+0.76 10£0.5 15.17+0.76
22 GNy 0+0 0+0 0+0 1+0
23 4.5+0 7.83+0.29 9.67+0.58 12.83+0.76
24 5+1 6.17+1.04 12+1 13.17+£1.26
25 1.17+0.29 4.67+0.58 9+1 10.33+£0.58
26 4+0.5 7+1 8.17+0.29 8.67+0.29
27 2.67+0.29 3.17+0.29 50 50
28 0.83+0.29 0.83+0.29 210 210
29 £S23 4.33+£0.58 7.5%0.87 7.5£0.87 8.17+0.29
30 A 4.17+£0.29 10.67+0.58 1410 1410
31 4.5+0.5 6.5+0.5 7+0 7+0
32 5.67+0.58 6+0 6+0 6.33+0.58
33 2.83+0.29 3.67+0.58 5.83+1.44 10.33+£0.58
34 0+0 1.5+£0.5 5.17+0.76 9+1
35 2.67+0.58 5.67+0.58 8+0 1240
36 2.17+0.29 510 7.17+0.29 9+0
37 3.83+0.29 4.67+0.58 7.33+£0.29 1240
38 1.83+0.29 6.17+0.29 8+0 8+0
39 3.83+0.29 6+1 7.67+0.29 10+0
40 210 3.17+0.29 8.33+0.58 1140
41 2.17+0.29 410 6.17+0.29 8+0
42 3.67+0.58 510 9+0 10+0
43 4.67+£0.58 5.67+0.58 9.67+0.58 11.67+£1.15
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Codes Milieux Origines 3°™ jours 6°™ jours 9°™ jours 12°™ jours
44 4.5+0.5 5+0 50 50
45 1.50+0.5 3+0 310 3+0
46 210 6+0 11+0 10.33+£0.58
47 0+0 0+0 0+0 1.17+0.29
48 4.33+£0.58 6.33+0.58 13.67£1.53 18.33+£1.15
49 0+0 3.67+0.58 6.33+1.15 6.67+0.58
50 0+0 0+0 0+0 1+0
51 2.67+0.58 5.67+0.58 8.67+0.58 910
52 310 7£0 100 1410
53 EB 210 5.33+0.58 7.67+0.58 7.67+0.58
54 310 4.83+£0.76 9+0 10+0
55 1.67+0.58 3.83+0.29 3.83£0.29 8+0
56 0+0 0+0 0+0 5.33+£1.53
57 0+0 0+0 0+0 1.17+0.29
58 0+0 1.67+0.58 6.33+2.08 11+1
59 0+0 2.67+0.58 6.33+1.15 8.5+0.5
60 0+0 0+0 4.67+0.58 7.67+0.58
61 0+0 0+0 4.33+£0.58 7.33+£0.58
62 0+0 0+0 0+0 0+0
63 GN+y 0+0 4.83£0.29 7.67+0.58 8.67+0.58
64 0.67+0.58 3.67+0.58 410 410
65 3.520.5 2.17+0.29 5.33+0.58 6+0
66 1+0 410 6+0 6+0
67 ES5 1.17+0.29 2.33+£0.58 310 3+0
68 A 2+0 40.5 5+1 6+0
69 2.67+0.29 210 5+0 5+0
70 4.33+£0.58 410 5.33+1.15 5.33+1.15
71 1.83+0.29 3+0 410 410
72 2.33+1.53 5.17+0.76 9.33+1.15 9.67+0.58
73 4.33+£0.58 7.33+0.58 7+0 7+0
74 3+l 5+1 5.5+0.5 6+0
75 1.33+0.58 440 6.33+0.58 6.33+0.58
76 3.83+0.76 7£0 7+0 7+0
77 ES104 2.67+0.58 4.67+£0.58 4.67+0.58 4.67+0.58
78 2+0 510 6+0 6+0
79 1+0 1+0 210 210
70 442 6+1.73 6.33+1.15 6.67+0.58
81 1+0 1+0 1+0 1+0
82 1+0 1+0 1+0 1+0
83 ES1A 120 10 120 10
84 2+0 210 210 210
85 2+0 210 210 210
86 2+0 210 210 210
87 2.67+0.58 6.33+1.15 7+0 7+0
88 1+0 6+0 6+0 6+0
89 0+0 2.33+0.29 2.83+0.29 3+0
90 sD 3.17+0.29 7.67+0.58 8+1 9.17+0.29
91 H EB 2.17+0.29 2.17+0.29 2.17+0.29 2.17+0.29
92 1.67+0.58 1.83+0.76 2+0.5 2.33+0.29
93 3.17+0.29 3.17+0.29 3.17+0.29 3.17+0.29
94 2.33+0.58 3+0 310 3+0
95 310 3+0 310 3+0
96 210 3+0 310 3+0
97 1.83+1.04 2.17+0.76 2.33+0.58 2.33+0.58
98 210 4.67+0.58 4.67+0.58 4.67+0.58
99 GN,o ESL. 2+0 4+0 4+0 4+0

Suite de tableau
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Codes Milieux Origines 3°™ jours 6°™ jours 9°™ jours 12°™ jours
100 2.17+0.29 4+0 40 4+0
101 0£0 0£0 0£0 0.33+0.58
102 0£0 0£0 0.33+0.58 0.67+0.58
103 ES3a 0+0 0£0 1+0.87 1.67+£0.58
104 1+0 1+0 1+0 1+0
105 GNjo 1.67+£0.58 4.67+0.58 510 50
106 0£0 0£0 0£0 1+0
107 1.67£1.15 2.33£0.58 2.33+0.58 2.33£0.58
108 EB 0£0 1.67+0.29 2.67+1.15 3.33£0.58
109 1.67+£0.58 2.67x0.58 5+1 5+1
110 1+0 30 310 310

Suite de tableau

2.Résultats en chiffres des mesures de pH a la fin des cultures

Codes PH, de PH, de PH; de Codes PH; de PH,de PH; de
BN+ BNy BNy BN+ BNy BNy
SG1 | 8,33+0,00 | 8,90+0,01 | 8,23+0,03 SG23 | 8,57+0,01 | 8,50+0,00 | 8,63+0,00
SG2 | 8,35+0,08 | 8,84+0,00 | 8,34+0,01 SG24 | 8,76+0,00 | 8,68+0,01 | 8,02+0,08
SG3 | 8,45+0,01 | 8,82+0,03 | 8,83+0,02 SG25 | 8,17+0,04 | 8,92+0,00 | 7,34+0,01
SG4 | 8,03+0,00 | 8,83+0,00 | 8,71+0,01 SG26 | 8,79+0,01 | 8,85+0,05 | 8,53+0,01
SG5 | 8,34+0,01 | 8,77+0,00 | 8,38+0,01 BG27 | 8,24+0,00 | 8,55+0,02 | 8,17+0,01
SG6 | 8,03+0,00 | 8,74+0,01 | 8,65+0,04 BG28 | 8,46+0,03 | 8,68+0,00 | 8,57+0,00
SG7 | 8,22+0,08 | 8,82+0,00 | 8,23+0,03 BG29 | 8,30+0,00 | 8,57+0,00 | 8,64+0,00
SS46 | 8,73+0,00 | 8,46+0,56 | 8,06+0,00 BG30 | 8,42+0,00 | 8,76+0,01 | 8,59+0,03
SS47 | 8,75+0,06 | 8,42+0,00 | 8,28+0,01 BG31 | 8,47+0,39 | 8,84+0,01 | 8,66+0,01
SS48 | 8,38+0,00 | 8,76+0,00 | 8,10+0,00 BG32 | 8,23+0,00 | 8,70+0,00 | 8,34+0,00
SG8 | 7,92+0,00 | 8,80+0,00 | 8,57+0,01 BG33 | 8,37+0,01 | 8,75+0,01 | 8,40+0,07
SG9 | 8,82+0,00 | 8,75+0,04 | 8,60+0,03 BG34 | 8,33+0,01 | 8,49+0,00 | 8,46+0,04
SG10 | 8,02+0,01 | 8,63+0,00 | 8,64+0,01 BG35 | 8,15+0,03 | 8,74+0,00 | 8,49+0,01
SG11 | 8,16+0,00 | 8,81+0,00 | 8,10+0,04 BG36 | 8,15+0,01 | 8,73+0,01 | 8,63%0,00
SG12 | 8,09+0,00 | 8,92+0,06 | 7,53+0,27 BG37 | 8,34+0,00 | 8,57+0,00 | 8,48+0,00
SG13 | 8,11+0,05 | 8,92+0,00 | 8,31+0,03 BG38 | 8,57+0,00 | 8,81+0,00 | 8,49+0,00
SG14 | 8,31+0,00 | 8,71+0,00 | 8,68+0,00 BG39 | 8,33+0,03 | 8,84+0,00 | 8,34+0,04
SG15 | 8,20+0,28 | 8,63+0,01 | 8,09+0,01 BG40 | 8,44+0,04 | 8,63+0,13 | 7,94+0,01
SG16 | 8,47+0,00 | 8,79+0,29 | 8,44+0,03 BG41 | 8,41+0,01 | 8,78+0,10 | 8,57+0,01
SG17 | 8,36+0,00 | 8,65+0,01 | 8,54+0,00 BG42 | 8,49+0,05 | 8,62+0,01 | 8,31+0,00
SG18 | 8,86+0,01 | 8,73+0,00 | 8,43+0,00 BG43 | 8,24+0,00 | 8,72+0,00 | 8,47+0,00
SG19 | 8,20+0,01 | 8,70+0,00 | 8,61+0,00 BG44 | 8,42+0,00 | 8,64+0,00 | 8,27+0,03
SG20 | 8,06+0,01 | 8,64+0,01 | 8,33+0,01 BG45 | 8,47+0,01 | 8,84+0,01 | 8,56+0,00
SG21 | 8,21+0,00 | 8,82+0,00 | 8,18+0,00 BS49 | 8,83+0,01 | 8,86+0,03 | 8,26+0,00
SG22 | 8,18+0,01 | 8,62+0,00 | 8,24+0,00
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3. Résultats en chiffres des dosages des protéines (ug/mlL)

Codes Milieu Milieu Milieu Codes Milieu Milieu Milieu
BN+ BNy BNy BNy BNy BNty
SG1 1,760,08 | 0,49+0,00 5,70+0,80 SG23 | 20,03%4,76 1,12+0,00 2,00+0,38
SG2 1,58+0,23 | 0,28%0,00 2,21+0,02 SG24 9,63+0,05 0,91+0,00 1,18+0,00
SG3 9,10+£1,93 | 2,52+0,00 2,43+0,00 SG25 4,42%0,00 0,62+0,00 1,060,00
SG4 1,05+0,18 | 0,79%0,03 5,57+2,22 SG26 0,60+0,00 0,9510,01 2,45+0,00
SG5 0,69+0,27 | 1,39+0,00 2,06+0,00 BG27 1,34+0,22 0,16+0,00 8,23+0,05
SG6 | 10,03+1,46 | 0,82+0,00 8,40+1,41 BG28 | 10,43+0,80 0,89+0,00 6,77+0,61
SG7 | 13,63+2,40 | 0,96+0,00 2,49+0,03 BG29 | 13,40+0,00 0,56+0,02 7,40+0,38
SS46 | 11,47+0,57 | 0,76%0,00 1,81+0,00 BG30 | 10,20%2,83 0,9610,00 6,13£0,47
SS47 1,90+0,05 | 0,50%0,00 2,49+0,00 BG31 5,37+2,59 0,77+0,00 | 10,10+0,71
S548 9,87+0,00 | 0,03+0,01 1,02+0,08 BG32 8,57+1,08 0,78+0,00 7,93+1,60
SG8 0,93+0,00 | 0,61+0,00 | 10,10+0,71 BG33 | 12,27%0,75 0,49+0,00 7,43+1,37
SG9 | 11,03+3,82 | 1,40+0,00 0,37+0,00 BG34 9,23+2,59 0,8910,00 5,60+0,66
SG10 | 12,87+0,66 | 0,89+0,00 5,91+0,00 BG35 | 12,47+3,87 1,14+0,00 2,1240,04
SG11 | 15,00+0,00 | 0,48%0,00 5,47+0,00 BG36 | 34,43+0,05 0,9910,03 3,50+1,65
SG12 | 16,60+1,51 | 1,39+0,00 1,97+0,00 BG37 | 42,97+3,06 1,13+0,00 3,93+1,70
SG13 | 14,20+1,23 | 0,65%0,00 7,20+3,21 BG38 | 40,43+2,59 0,39+0,00 1,47+0,08
SG14 | 18,17+0,33 | 0,92+0,00 9,10+1,65 BG39 | 26,60+1,32 1,34+0,00 9,53+1,51
SG15 2,93+0,00 | 1,05+0,00 1,41+0,00 BG40 | 34,00%2,45 1,26%0,00 2,4040,16
SG16 2,42+0,00 | 2,09+0,00 1,36+0,00 BG41 | 11,50%2,12 0,62+0,00 1,69+0,27
SG17 2,24+0,00 | 1,15+0,00 1,53+0,00 BG42 | 14,03%#1,84 1,95+0,01 7,7710,99
SG18 0,90+0,08 | 1,73+0,00 1,40+0,02 BG43 | 39,90+1,08 0,81+0,00 | 11,70+1,27
SG19 8,97+1,84 | 0,94+0,00 2,0240,41 BG44 | 16,77%2,69 1,35+0,00 3,9444,23
SG20 1,76+0,08 | 0,49+0,00 5,70+0,80 BG45 1,28+0,14 0,56+0,00 1,97+0,11
SG21 1,58+0,23 | 0,28%0,00 2,21+0,02 | BS49 2,47%0,00 0,37+0,00 1,13+0,00
SG22 9,10+1,93 | 2,52+0,00 2,43+0,00
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Isolation of bacteria strains, producing lipases from Algerian smen
(Dhan) or fermented butter and evaluation their potential

Nora Belhoula ¥, Wissem Boutana®, Farida Bekhouche!

Laboratoire de Biotechnologie et Qualité des Aliments (BIOQUAL)
INATAA route de Sétif ; 7éme Kilométre Constantine 25000 - Algérie
* Email : belhoulanora@gmail.com

Background and aim: Lipolytic bacteria can degrade lipids by producing lipases. Lipases
remain among the most important biocatalysts to carry out reactions in the mediums
aqueous and no aqueous. That is mainly due to their capacity to use a broad range of
substrates, that gives them wide applications in a number of industrial sectors. The aim of
this work is to isolate of bacteria strains producing lipases from fermented butter and
evaluate their potential.

Methods: Isolation of lipolytic bacterial strains was realized from five samples of butter
fermented, traditional product. To obtain a diversity of lipolytic flora, we have used several
culture media (Ordinary Nutrient Agar (GNO), Oxytetracycline Dextrose Agar (OGA),
Sabouraud Dextrose (SD) Man Rogosa Sharp (MRS), Potato Dextrose Agar (PDA) and
Gélose de Terzaghi (M17), all those media are sublimented with olive oil. The culture
incubation was carried out at 30 ° C for 5 days. The strains obtained are classified for his
activities on agar then on liquid media (nutrient broth) adding olive oil with/without
Tween 80. Titration is the method used to estimate of the free fatty acids or lipase activity.

Results: 104 strains were selected for their lipolytic activity. 29 bacteria isolates producing
lipase were prescreened for their ability to develop important height on agar medium.
Then, six isolates (SG8, SS46, SG9, SG14, SG5, SG25 and SG26) were screened for their
ability to produce high levels of lipase depending on the nature of the lipid substrate in the
medium, the producer extreme lipase is SG8 (BN~ : 12,55+0,18 U / mL, BNH : 13,3+0,21
U/mL, BNTH : 15,3+0,14 U/mL). Preliminary identification showed that 29 strains are :
cocci form (4 isolates : Gram+, catalase +, immobile, unsporulated), bacilli form
(2 isolates : Gram +, catalase +, mobile , sporulated ; 3 isolates: Gram+, catalase-,
immobile, unsporulated) and filamentous morphology cell (16 isolates : Gram+, catalase +,
immobile, unsporulated ; 4 isolates: Gram+, catalase-, immobile, unsporulated).

Conclusion: the isolate SG8 is show a extreme production of lipase and the capacity of
this bacteria to use a variety of the substrates.

Keywords: lipolytic bacterial strains, lipases, lipase activity, high levels.
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Option : biotechnologie et génie des industries alimentaire

Isolement de souches bactéries potentiellement productrices de lipases alcalines, a partir

du beurre cru et du beurre fermenté « Dhan »

Résumé

Un intérét considérable est porté actuellement pour la lipase, principalement aux
secteurs industriels, ainsi que pour la flore lipolytique des produits traditionnels locaux. Dans
ce cadre, s’installe le but de notre travail visant I’isolement de souches lipolytiques a partir de
beurre cru et smen, qui sont deux produits laitiers de terroir Algérien. Ainsi que le screening
des meilleurs isolats bactériens producteurs de lipases. Pour atteindre nos objectifs, six
échantillons d’origines variées ont été utilisés pour I’analyse physicochimique et I’isolement
de souches bactériennes lipolytiques. Nous avons utilisé plusieurs milieux, tous sont
supplémentés avec de jaune d’ceuf ou de I'huile d'olive et/ou Tween 80. Les souches obtenues
sont classees pour ses activités sur milieu gelosé puis cultivés sur des milieux liquides. La
titration est la méthode utilisée pour estimer les acides gras libres ou l'activité lipasique. Les
résultats de la caractérisation physicochimiques ont montré qu’il y a une différence
significative entre les parametres mesurés du beurre et des échantillons du smen. Le screening
a abouti a I’obtention de plusieurs isolats lipolytiques a partir de matiéres premiéres riches en
matiere grasse, a savoir : le beurre cru et smen. Le test de ’activité lipolytique a permis de
sélectionner quarante neuf souches bactériennes qui sont rapprochées en se basant sur les
résultats phénétiques, de six types : 49% (24) sont a Gram positifs, filamenteuses ramifiées,
catalase positive, asporulées et immobiles ; 31% (15) sont a Gram positifs, coque, catalase
positive, asporulées, immobiles et dégradent le mannitol ; 10% (5) sont a Gram positifs,
batonnet, catalase positive, asporulées et immobiles ; 4% (2) sont a Gram positifs, forme
coque, catalase positive, asporulées, immobiles, ne dégrade pas le mannitol et ont une
coloration jaune ; 4% (2) sont a Gram positifs, batonnet, catalase positive, sporulées et
mobiles et 2% (1) sont a Gram négatifs, coques, catalase positive, asporulées et immobiles.
Le test de production de lipase sur milieu liquide contenant des inducteurs de la production de
I’enzyme (Tween 80 ; huile d’olive avec ou sans Tween 80) a abouti a la sélection de huit
souches : (SG , s, 9, 14, 25, 26); BG (32); SS (46)), potentiellement productrices de lipases vraies
indépendamment de la nature de la source lipidique. Cette constatation révéle le degré
d’adaptation de ces souches a des milieux variés, cela lui conférent des applications

biotechnologiques diverses.

Mots clés : beurre cru, smen, souches lipolytidues, activité lipolytique.
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Isolation of bacteria strains potentially producing alkaline lipases, from raw butter and

fermented butter ""Dhan"’

Abstract

Considerable interest is carried currently for lipase, mainly to industrial sectors, as
well as for the lipolytic flora of the local traditional products. In this context, settles the goal
of our work on isolation of lipolytic strains from raw butter and smen, which are two
traditional Algerian dairy products. As well as the screening of the best bacterial isolates
producing lipases. To achieve our goals, six samples of varied origin were used for the
physicochemical analysis and the isolation of lipolytic bacterial strains. We used several
media, all these are supplemented with Of egg yolk or olive oil and / or Tween 80. The strains
obtained are classified for its activities on agar medium and then grown on Liquid media.
Titration is the method used to estimate free fatty acids or lipase activity. Physicochemical
characterization results showed that there was a significant difference between the measured
parameters of butter and smen samples. Screening yielded to obtaining of several lipolytic
isolates from raw materials rich in fat, namely : raw butter and smen. The test of the lipolytic
activity has allowed selecting Forty-nine bacterial strains which are approximated on the basis
of the phenetic results of six types : 49% (24) are Gram-positive, Branched filamentous,
catalase positive, asporulated and immobile ; 31% (15) are Gram-positive, cocci, catalase
positive, asporulated, immobile and degrade mannitol ; 10% (5) are Gram-positive, rod,
catalase positive, asporulated and immobile ; 4% (2) are Gram-positive, cocci, Catalase
positive, asporulated, immobile, does not degrade mannitol and have a yellow color ; 4% (2)
are Gram-positive, rod, catalase positive, sporulated and mobile and 2% (1) are Gram-
negative, cocci, catalase positive, asporulated and immobile. The test of production of lipase
on liquid medium containing inducers of the production of the enzyme (Tween 80, olive oil
with or without Tween 80) yielded to the selection of eight strains (SG (s, s, 9,14, 25,26 ) ; BG (32 ;
SS ), potentially producing true lipases independently of the nature of the lipid source. This
finding reveals the degree of adaptation of these strains to various media, giving it various

biotechnological applications.

Key words: raw butter, smen, lipolytic strains, lipolytic activity.
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