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Introduction

La fermentation est un procédé ancestralme lles méthodes économiques les plus
utilisées dans la conservation et la transformatesmatiéres premieres alimentaires ;
elle prolonge leurs durées de vie en éliminantdeteurs toxiques et anti-nutritionnels.
Leurs propriétés organoleptiques et nutritionnelant également améliorées
(Tamang, 2010)Les aliments fermentés sont la base de I'alim@amtate nombreuses
populations, en particulier dans les pays en veidé@eloppement et émergents ou la
fermentation est souvent la seule facon de présele® aliments contre les
microorganismes d’altératiqgiiumblot and Guyot, 2008).lIs participent également a
l'identité culturelle, car ils sont souvent liesl@trés anciennes habitudes et pratiques

alimentaires traditionnellg&uyot, 2012)

Les aliments fermentés conventionnels, larggmeroduits dans le monde
occidental (produits laitiers, levain, viande at)yiont recu une attention scientifique
significative liee a I'existence d'un puissant rharéconomique. Ce qui n’est pas le cas
dans les pays en voie de développement, partieatiént en Afrique, ou la préparation
de nombreux aliments fermentés locaux reste entosavoir-faire spécifique a chaque
population. lls sont souvent produits au sein désages dans les villages ou dans des
industries de type artisan@lotarjemi, 2002 ; Guyot, 2012)

Les céréales sont les premieres sources dalindmtéhomme(Matz, 1971) leur
transformation est faite essentiellement par fetatem (Akinrele, 1970 ; Akingbala

et al., 1981 ; Fields et al.,1981 ; Adeyemi et Bdel, 1986) La majorité des produits
céréaliers en Afrique ont subi des fermentationatdéisées comme des aliments de
sevrage pour les nourrissons et comme des alim@mtbase pour les adultes
(Osungbaro, 2009)

En Algérie et dans certaines régions, le hié est fermenté dans des silos
souterrains appelésMATMOR». Aprés la sédentarisation, les populations sdgaes
se sont intéressées a un autre procédé pour feamenblé dans un délai court ; la
fermentation a lieu dans des « flts ». Les contide la fermentation sont réalisées
en présence d’eau uniquement ou supplémentéesiawenaigre. Ce qui favorise un
milieu privilégié pour une grande diversité de rmanganismes responsables du
déclanchement du processus fermentaire et des inadttins des caractéristiques du
blé en produisant des variétés de saveurs, derésxit d’ardbmes particuliers tres

convoités par le consommateur des régions spéed{@oudreau et Ménard, 1992 ;
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Parveen and Hafiz, 2003 ; Jeantet et al., 2006).

Cependant, les céréales, dont le blé, sont namelit contaminées par des
organismes eucaryotes (moisissures et levurespeanyotes (bactéries). Cette flore
microbienne forme un équilibre trés fragile et patérer la qualité, comme les aliments
fermentés et les levains. Par ailleurs, I'équilideela population microbienne totale
présente dans les grains de blé peut étre affectdgnombreux facteurs. Parmi les
facteurs de ce déséquilibre, on cite les conditicimmatiques, essentiellement la
température et 'humidité et les conditions bioéiguliées aux attaques par des insectes
et des moisissures et I'application des pesticiBasmi les microorganismes associés
aux céreales, les bactéries lactiques jouent untrés important dans la préservation
de I'équilibre de la flore microbienne et la stadaition des produits finaux de la
fermentation(Caplice, 1999)

Divers composeés sont formés a partir de Folyde des composants des céréales
(amidon, protéines et lipides), par des enzymesgii®e endogene et microbienne. En
fonction de la structure chimique et la productaes métabolites générés par ces
activités enzymatiques, le godt, la texture, lastgiance et les propriétés fonctionnels
des produits sont affectés. La plupart des travsauxes aliments a base de céréales
fermentées sont consacrées a la caractérisationcal@snunautés microbiennes
impliquées et a leur interaction avec la matricebut est d'acquérir les connaissances
nécessaires pour ameliorer leur qualité et attriaetigarantir leur sécurité, et permettre
leur production a plus grande échelle.

En effet, outre les fermentations dont elles sesponsables, les bactéries lactiques
empéchent la multiplication d’autres espéces biachées pathogenes ou susceptibles

de dégrader les produits alimentaifBskhouche et al., 2013).

Les microorganismes ont besoins d’énergie pssurer leur développement mais
'acces a ces macronutriments nécessitent le mg&oandes enzymes microbiennes
(amylolytiques, lipolytiques et protéolytiques) poles convertir en éléments

assimilables.

Pour cela nous avons choisi un blé dur de typedatén« Hamoum » de la région de
Ouled Ayche de la wilaya de Relizane qui est cargiel parmi les aliments qui sont le

moins fréquemment employé dans notre pays a caukigmbrance des gens mais qui
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sont utilisées traditionnellement contre plusiguedadies. Le blé fermenté de matmor,

est un produit local qui abrite divers microorgames dont les bactéries lactiques.

Ce produit reste sommairement caractérisé alet mgle vue microbiologique,
biodiversité en bactéries lactiques et biofonctait@. Le but de ce travail est
l'isolement de certaines bactéries lactiques imygles dans la fermentation de notre

échantillon et d’étudier certaines de leurs a@ss/ivio-fonctionnelles.
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I.1. Objectif

Le travail a eu pour objectif d’étudier la flored&rienne d’'un échantillon de blé
fermenté de type « Hamoum », d'isoler la floreitpaet et d’évaluer ses activités

biologiques : activité protéolytique et capacitagtégation et formation de biofilm.
|.2. Lieu de travail

Il a été conduite une enquéte dans la ville dezBeé ou il a été obtenu I'échantillon

de I'étude. Les analyses de I'échantillon ont édigées dans deux établissements :

« Faculté des Sciences de la Nature et de la VidJiéversité de Tiaret, au
sein des Laboratoires de physiologie végétale etidmbiologie.
« Le centre de recherche scientifique et techniquearalyse physico-

chimique-Expertise C.R.AP.C, Bousmail. Tipaza.
|.3. Matériel
1.3.1. Echantillon de Hamoum

L'échantillon de blé fermenté Hamoum a été réci@td3 /03/2018 a partir d’'une

matmor dans la région de Ouled Ayche de la wilsgy&dlizaneAnnexe 03).

Le blé a été maintenu dans un silo souterrainl@arg), a température non-controlée,

en absence d'air, et pendant deux ans, en vuefdarsantation.
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1.3.2. Appareillage, verreries et produits chimique

L'ensemble du matériel de laboratoire utilisé edtapitulé dans ldableau 1

ci-dessous :

Tableau N°01: les besoins en matériel de laboratoire, consorteaaberreries et en

produits.

Produits Appareils Verreries et autres
Eau distillé Agitateur magnétique Béchers
Gélose Chapman Chauffant Boites de pétri
Gélose citrate de Simmonsl?’alance Ecouvillons
Gélose Clark et Lubs Bec Bunsen Eprouvettes
Gélose Colombia Bain-marie Flacons
Gélose EMB Broyeur Lames et lamelles
Gélose et bouillon M17Centrifugeuse Lance de platine
Gélose Mac-Conkey Dessiccateur

Pinces

Gélose et bouillon MRS | Incubateur )
Pipettes Pasteur

Gélose PCA Micropipettes . L.
PIP Seringues stériles
Gélose viande fois Microscope
PH-metre

Spectrophotométre de

masse
Tamis

Vortex
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|.4. Méthodes

I.4.1. Protocole expérimental

L’ensemble des étapes suivies lors de notre expétation est résumé dans la figure
1 ci-dessous :

Figure N°01: schéma explicatif de protocole expérimental.

‘ Identification de 1
matmor J

A

[ Questionnaire ] [ Echantillonnage ]
Prise d'images et Spécification
caracténsation des grains
aspects
|
) !
Séchage i I'air libre ]
, I
Brovage (200um) ]
'
Isolement de la
flore bactérienne

|

1 v l : Isolement de |
[ Colombia | { Chapman | | PCA | v | [ o it ]

A

L ‘L
M17(44,30C°) MRS MRS °
acide(40,30C%) (40.30C%)
I

[ Biofilm ]

Activits )
protéolytique |~



Chapitrel Matériel et Méthodes

1.4.2. Questionnaire

Il a été congu pour une enquéte sur la connaissdatappréciation de blé fermenté

aupres des personnes ageées de deux tranches eliget €t adulte).
1.4.3. Echantillonnage et spécification de I'échantillon

Le blé fermenté est prélevé, a partir de la seritcapres homogénéisation, dans des
plastiques hermétiques a ouverture ceinture. Liédloan est transporté au laboratoire
dans une glaciere. Enfin, au laboratoire, I'écliantest trié selon la méthode des cones
pour la spécification. Apres la spécification, ii@ntillon est conservé au réfrigérateur

jusqu'a I'analyse microbiologique.
1.4.3.1. Préparation de la solution mere

1 g de poudre d'échantillon a été mélangé, paexaigoureux de 2 min, a un volume

de 9 ml d'eau tryptonée 1% préalabelement préparée.
1.4.3.2. Préparation de dilutions décimales

Une dilution successive d'ordre 6 a été réalis&vBment, 1 ml de la solution mére

(dilution d'ordre 1) est mélangé aseptiquementnal @'eau physiologique stérile. La

dilution obtenue d'ordre 2 est prélevée 1 ml danwml9d'eau physiologique pour

constituer la dilution suivante d'ordre 3. L'opi&natest répété ainsi de suite jusqu'a
l'ordre 6 (Concentration @/ml).

1.4.3.3. Analyse microbiologique

Afin d’avoir une idée sur la flore microbienne is#te dans notre échantillon, 100 ul de
la solution mére sont encemencés, dans des coadfiaspecie, sur des milieux de
cultures sélectifs disponibles : Chapman, Mac-konkiande foie et des milieux
ordinaires : PCA et Columbia.

1.4.3.4. Isolement et purification des bactéries léiques

0,1 ml de la suspension microbienne est stérilemépbsée a la surface des géloses :
MRS, MRS acidifie (PH = 4.5) et M17. Les dilutiosnt ainsi soigneusement réparties
sur la surface puis incubées a 37 °C dans les wonslid’aérobiose et d’anaérobiose

pendant 48-72 h.
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L'anaérobiose est obtenue en utilisant une bougim @essiccateur. Les boites sont

ensemencées en duplicata et retenues pour ladsuitdude(Kacem et Karam, 2006)

A partir des colonies identiques, isolées, eadaristigues des bactéries lactiques
(couleur, taille et forme), trois sont aléatoiremerepiquées dans les milieux
correspondant pour s'assurer de la pureté. Léssbmdmogenes et pures sont retenues

pour la suite de I'étud@-igure 2).

Solution mére

N—

1ml Iml 1Iml 1ml 1ml

Esu tryptonée

9ml 0! 0*

0-3 04 0-5 0»6

Une goute

Gélose (MRS, MRS, M17). =

Incubation a 37 °C pendant 48 a 72h

Une colonie|

U‘— Bouillon (MRS ,MRS,;M17)

Incubation a 37°C pendant 24h

Figure N°02 Isolementdesbactériedactiquesa partir du blé surgélose

(MRS,MRS,M17) et repiquagesurbouillon(MRS,MRS,M17).
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[.4.3.5.Conservationdessouches

La conservation des souches pures a été faite delenmeéthodes : a court et a long

terme.

> A court termgFigure 3), des colonies ont été repiquées sur les géloses éiR
M17 inclinées en tube et conservées a 4°C. Le ueyig doit étre répété chaque

mois.

Préléevement de Nnoculum

R ICRTWt DI I T
€ : g

s2encart &n ooutewr

pourre pas sbmera

o
S5
5’?’ geiose
CasEmencemEnt

Incubation a 30°/24h

Conservation a 4°C/4semaines.

FigureN°03 : Schémale conservatiora courteduréedesbactériedactiquespurifiés
(Badis et al.,2005)
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> A long terme(Figure 4), les souches sont conservées dans une solution
contenant 70% de lait écrémé (enrichie par 0.3gAtdhit de levure et 0.5¢/I
de gélose et 30% de glycérol a 40% a -20(82)meilis et al., 1994).

/

Culture de 18h bouillon MRS.

Centrifugation a 4000tours/min pendant 10min

B

{
e l v Conservation du culture]

Culot additionné de 2ml de milieu de conservation (70% lait écrémé stérile +30% de
glycérol) dans des tubes d“Eppendorfs.

\
e

Conservation a -20°C.

FigureN°04 :Schémade conservatiora long duréaelesbactériedactiques

purifiees(Badis etal.,2005)

10
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[.4.3.6. Identification des isolats

Une identification spécifique présomptive a étéliséa en notant les caracteres

morphologiques et visuelles des différents isolats.
1.4.3.6.1. Caractéres morphologiques

Les aspects taille, forme et couleur des coloeetsirbidité de liquide, et la coloration
du Gram, forme cellulaire et mode d'association &bét observégOmar, 2013 ;
Larpent et al., 1990).

1.4.3.6.2. Test de catalase

Le test consiste a déposer sur une lame une giiatdia oxygénée (10 volumes) dans
laquelle sera dissocié un petit prélevement delanie. La souche examinée est dite
catalase positive si un dégagement gazeux estvabsele contraire indique I'absence

de 'enzyme catalag®Marchal et al, 1991)
1.4.3.6.3. Test d’oxydase

Il consiste a prendre une partie d’une colonie plurenilieu MRS ou M17 gélosé et la

mettre en contact avec un disque « Ox ». Le dépelment d'une couleur violette

signifie que le test est positif et que lisolatspéde I'enzyme cytochrome oxydase
(Kovacs et al, 1995)

1.4.3.6.4. Test sur milieu mannitol-mobilité

Ce test permet d’étudier la fermentation du mamretola mobilité des bactéries.
L’ensemencement des souches a été réalisé parpigatrale jusqu’au fond de la
gélose a I'aide d’'une pipette Pasteur. La fermentatu mannitol se traduit par virage
de la couleur du milieu du rouge au jaune. Lesédvaas mobiles se déplacent a partir
de la ligne d’ensemencement en créant un troulie l@amilieu, alors que les bactéries
immobiles poussent uniquement le long de la steastmencemer{Gerhardt et al,
1994).

1.4.3.6.5. Citrate de Simmons

L‘utilisation du citrate est étudiée sur milieu Keler et Mc-Kay (1980)Kihal et
al,1996) Ce milieu contient une solution de ferricyanidgepbtassium et une solution
de citrate ferrique. La présence du citrate damsilieu inhibe la réaction entre l'ion

ferrique et le potassium ferricyanide. Les colomasfermentent le citrate lancent la

11
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réaction entre ces ions il en résulte la formatlercolonies bleues ou ayant un centre
bleu (aprés 18 h-72 h d‘incubation). L'interprétatdes résultats est comme suivie :
(Marchal et al., 1991)

» Citrate-positive : culture avec alcalinisation dilien (virage de l'indicateur au
bleu).

« Citrate-négative : pas de culture (coloration vdeanilieu inchangée).

1.4.3.6.6 Recherche de l'arginine dihydrolase (ADH), lysine décarboxylase
(LDC) ornithine décarboxylase(ODC)

Elles sont mises en évidence sur un milieldeller (Moéller, 1955 ; Harrigan et
McCance, 1976).

Apres 2 a 6 jours d’incubation a 37 °C virage dliguiau jaune due a l'acidification
du milieu par la fermentation du glucai@arpent- Gourgaude , 1997 ; Carr, 2002)
La dégradation de « l'arginine, lysine, ornithine aboutissant a la formation
d’ammoniaque est révélée par réalcalination duemnitjui revient a sa couleur initiale
(violette) (Belarbi, 2012)

1.4.3.6.7. Test Clark & Lubs

Le milieu de Clark & Lubs permet de différencies I[Enterobacteriaceae avec les
réactions au rouge de meéthyle et de Voges-Proskaeeouge de méthyle différencie
le processus de fermentation, il est jaune au-desn PH de 6,3 et rouge en dessous
d’'un PH de 4,2. La production d’acetylméthylcarlbise révele par I'apparition d’'une

coloration rouge en surface du miligdellarras, 2007)

1.4.3.6.8. Test'utilisation dessucressur milieu Triple Sugar Iron (TSI)
La pente du milieu TSI est ensemenceée par striescedot par piqure centrale. Apres,

une incubation a 37C° pendant 24 h :
- Le virage du culot au jaune signifie la fermeiotaidu glucose.
- La présence de bulles de gaz signifie la fernmemtavec production du gaz.

- Le virage de la pente au jaune signifie l'utiisa du lactose ou saccharose ou les

deux a la fois.
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- Une coloration noire, signifie la production ddrggene sulfuré(H2gKhaladi et al
2015).
1.4.3.6.9.Test ONPG

Pour dégrader le lactose ; les microorganismesedoiliberent deux enzymes :la
perméase ep-galactosidase, I'épreuve ONPG permet de mettrévitence laB-
galactosidase qui dégrade I'ONPG qui présente tmetsre analogue au lactose.
L’hydrolyse de | ONPG libére I'orthonitrophényl gest responsable de la coloration
jaunatre de miliegMarchal et Boudron,1982) Il est ajouté un disque ONPG dans une
suspension (dans I'eau) dense d'isolat. Le virageadileur au jaune indique activité
B-galactosidase.
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Matériel et Méthodes

Tableau N°02 Tableau récapitulatif des objectifs des testsHiimiques et moléculaires.

Test

Objectif

Coloration de Gram

Permet de classer les bactéries selon
Gram, leur morphologie cellulaire et leur
mode d’association.

Recherche de la catalase

d’hydrogéne par les souches isolées.

Recherche de I'oxydase

La cytochrome oxydase ou oxydase est
enzyme de la chaine respiratoire bactérie
qui catalyse des réactions d’oxydation.

Mannitol-Mobilité

Permet de voir si les bactéries capable
fermenter le mannitol et en paralléle I'étude
la mobilité de celui-ci.

Test TSI

(Saccharose, lactose et glucose).

La recherche de I'ADH, LDC et OD

décarboxylase.

L'utilisation du citrate

La capacité d'utilisé de citrate par les
bactéries isolées

Test Clark & Lubs

Permet de différencier les Enterobacteriag
avec les réactions au rouge de méthyle €
Voges-Proskauer.

Test ONPG

Permet de voir la capacité métabolique
lactose par le bactéries.
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CI'Arginine d’hydrolase lysine et ornithine

eae
t de

de



Chapitrel Matériel et Méthodes

1.5. Etude de quelques propriétés technologiques si&actéries lactiques

|.5.1. Activité protéolytique

L’activité protéolytique des bactéries est miseéeitence et comparée sur un milieu
plus riche (MRS) additionné de lait écrémé (YM@EI-Kady et al., 1984) Les
bactéries a tester, issues d’'une culture jeuneaotlilum a été ajusté sur I'échelle 0.5
Macfarland(Andrew, 2008).

Apreés incubation a 37/44 °C pendant 24-48h, L'd@igiprotéolytique de ces isolats se
manifeste par I'apparition des colonies sur gé{bkessaine , 2013)

1.5.2. Pouvoir d’agrégation des isolats lactiques

Le pouvoir d’agrégation des isolats a été estinunde protocole d&os et al. (2003)
Une suspension bactérienne, ajusté sur I'échele Micfarland a 18 a été
homogénéisée rigoureusement par vortex de 2 ndaaanté pendant cing heures a la
température de laboratoire. Les DO ont été pribasjue heure a 623 nm. Le taux

d’agrégation (Ag%) est estimé par I'équation cisiess :

1.5.3. Détection et quantification du Biofilm

La propension des isolats a s’organiser en biddiléie évaluée par le test de coloration
au cristal violet sur tube et sur micro-plaque Qi La coloration a été réalisée suivant

la méthode modifiée décrite paoubakeur et al. (2016)

5 ml et 0.150 ml d'une suspension de densité d& €u0 0.5 Mac.Farland (dans du
bouillon MRS/M17) sont respectivement mis dans wlveta essai et un puits de la

micro-plaque. L'ensemble est incubé 24h a 37°C.

Les tubes et les puits sont lavés trois fois awetathpon phosphate salin (PBS) et
séchés. Les biofilms ainsi formés par I'adhésimnlmhectéries sessiles sont colorés avec
du Cristal Violet (CV) a 0,1%. La formation du klof est considérée comme positive

lorsqu’un film visible recouvre le mur et le bastdbe ou du puit§Figure 5).

Le biofilm a été quantifié a partir des tubes essdivant le colorant adsorbé dans un

volume d’acide acétique la DO a été prise a 570 nm.
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Cristal Violet

Ve e cote

Caloration au violet de gentiane

dans les plagues ellsa 56 puits
Biofilm + biofilm -

Inoculation / Croissance  Lavage Coloration

4 = Quantification

Figure N°05 : Etapes de quantification de biofilm par cristadlet
(Bellifa, 2014).
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Il .1. Préparation et prélevement de I'échantillon

Figure N°06: Etaped’agréage.

La préparation de I'’échantillon et le prélevemeatalportion servant a I'analyse sont
les deux premiéres étapes. L'exactitude du résettatépend des techniques qui seront
utilisées lors de ces étapes et elles devront firame respecter les principes suivants
: L'aliquote prélevé pour I'analyse doit étre lauplreprésentatif possible du lot et
dépend de la nature de I'échantillon et les caratigues physiquefCruz,1989).

Images réalisées par auteurs (26/02/2018)

FigureN°07 ;. Réductiond’'un échantillonparla méthodedu cone.

1. Echantillons global a réduire : grains brassés.
2. Le cOne sépare en quatre parties égales.
3. Deux quart opposé sont réunis et mélangé pour formesous échantillon

représentatif.
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I1.2. Niveaux et modalités de consommation du Haman

Au total 37 répondants ont été obtenus. Il a ésenle une fréquence tres faible de la
consommation du Hamoum parmi nos répondants. RI@& % consomment rarement
ou trés rarement le Hamoum, contre 13% assez fnéqaat et 0% fréquemment
(Figure 8 A). Cependant le Hamoum est rapporté comme un preécilaire des pays
arabesNerabti, 2015). La fermentation est une technique de présenvalioblé pour
prévoir et résoudre les périodes de disette. disen train de perdre de I'appréciation
dans la nouvelle génération, face aux produitseaitaires industriels qui remplissent
les marchés. 43% des interrogés I'ont connu etarang a leur 4ge adulte, contre 57%
a leur enfancéFigure 8, B). lIs le consomment principalement en famille (6 téht

33% a une invitatioFigure 8 C).

*

= Trés fréquent = Assez Fréquent

= rare = Trés rare = adulte = enfance

* oui = non = oui = non

Figure N°08 : consommation de Hamoum (B.. Fréquence de consommatids,
Distribution de I'age de la premiere consommatiénfiliverte, C. Cadre de
consommation (en famille ou non), Bt Report d’indisposition digestive a la

consommation du Hamoum (enquéte dans la régioretieaRe).
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Le produit est en grande partie consommé directepanles détenteurs de Matmor
(les producteurs) (73%) et seulement 27% I'achedant les marchés ou directement
avec les producteu(gigure 9 A). Les maladies nutritionnelles deviennent fréquente
dans les sociétés. Il serait important de promauesi produits locaux d’une grande
valeur nutritionnelle. La fermentation offre au bi&@s nouvelles fonctionnalités
organoleptiques (aspect, odeur, saveur) et nutniglles (composition biochimique et
microbiologique bénéfique a la san{®enakriche et al., 2017 ; Mokhtari, 2016 ;
Merabti, 2015 ; Gourchala et al., 2014 ; Bekhouchet al., 2013) Le blé fermenté
pourrait étre une importante ressource pour luttertre les différentes maladies
nutritionnelles, diabéte, dyslipidémie/obésité etpdrtension, qui prennent de
'ampleur dans la société algérienne. L'extraigedeme de blé fermenté est un adjuvant
efficace dans le traitement du cancer gastro-imistYeend et al., 201p Le profil
protéique du Hamoum présenterait la méme fonctiagrenkriche et al., 2017) et

le microbiote aurait un effet protecteur contretaies pathogénes gastriques
(Mokhtari, 2016).

A

= achat = produit = pain = couscous

Figure N°09 : Consommation de hamoum
(IN). A. Mode d’acquisition.
B. Formes de consommation.

C. Accompagnements. (Enquéte dans

la région de Relizane).

= soupe = lait = jus = sauce-legum
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Le Hamoum est transformé et tres largement consoeamoé@uscous et pain ou galette
emblématiques des pays arafiderabti, 2015). 83% le transforment en couscous et
17% en pair(Figure 9 A) - 'accompagne de lait (50%), soupe (17%), jus4}),Cou
sans accompagnement (23%igure 9 B). Les différents mets sont trés appréciés des
algériens. Mais un grand nombre d’interrogés (53%yure 9 C) relatent des
indispositions digestives, diarrhée, nausee, tace. En effet, le Hamoum est obtenu
apres plusieurs années de fermentation spontanéepayurait I'exposer a la

contamination microbienne.

Il n'existe toujours pas, a notre connaissanceyuithe de bonne pratique d'hygiéne et
de production. Une nouvelle méthode hors Matmor d&steloppée pour réduire
considérablement le temps de la fermentafiderabti, 2015). Elle est également
tributaire de la fermentation spontanée. Cepenanhombreux travaux identifient
une grande diversité de bactéries lactiques et dawactéristiques technologiques
(Kalbaza et al., 2018, Benakriche et al., 2016 ; Mabti, 2015 ; Bekhouche 2013t
pavent le développement de cultures starters. uksres starters et la fermentation
hors Matmor pourront permettre une standardisatieria qualité et la maitrise la
sécurité et I'nygiéne du Hamoum ; et cela en supgion guide de bonne pratique

d'hygiene et de transformation.
I1.3. Composition microbienne dans le Hamoum

Le Hamoum a un riche microbiote, levures, bactddetique et bactéries sporulantes.
La culture et la microscopie révélent cette rictoref microbienne aux différents
phénotypes morphologiques, culturaux, et biochimsqliableaux 3,4).Les familles
microbiennes, Enterobactériaceae, Lactobacillaceae, Clostridiazea
Staphylococcaceae, Enterococcaceae, Streptococeacedacilllaceae et
Saccharomycetacea®nt été identifiees. Enterococcus durans, Lysinibacillus

fusiformis et Candida KrusékFigure 10).
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Résultats et Discussion

Tableau N°03: Caractéres culturaux et microscopiques de fa tiatale.

Milieu de cultures

Prises d’'images (Culture et Colmation Gram)

Observations

PCA
Dilution 103

Flore totale abondante :

Deux types de colonies distinctes
taille et de viscosité ;

Coloration de Gram : mélange des
coques, coccobacilles et bacilles a

Gram positif et négatif.
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Culture en nappe rouge (Lactgse

Mac-Conkey positif).
Dilution 103
Coloration de Gram : coccobacilleg a
Gram négatif.
Orientation :Entetobacteriaceaae.
Chapman Absence de virage de la couleur de la
Dilution 103 gélose.

Coloration de Gram : coques a Gram

positif.

Regroupement caractéristique en
amas.

Orientation : Staphylococcaceag/

micrococcaceae.
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Flore abondante :
Mélange de colonies distinctes de
tailles et viscosités.
Columbia Coloration de Gram :

Dilution 10°"

Mélange de coques et bacilles a Gr
positif.
Petites colonies caractéristiques -
Orientation Streptococcaceae/

Enterococcaceae.

am

Gélose Viande Foie | i
(VF) 103

Culture profonde

Croissance en profondeur.
Fragmentation de la gélose :
production de gaz.
Coloration noire caractéristique

Orientation :Clostridium spp.

*Référence Cowan et Steel (2003).
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Tableau N°04: Caractéres culturaux et microscopiques destgsbkctériens lactiques.

Code Conditions de culture Prises d'images (Culturet Coloration de Gram) Observations

Colonies circulaires crémeuses,

Coques isolés + diplocoques +

petites
BER; Chainettes a Gram positif
M17 a 30°Cen
Aérobiose pendant 24
heures
Colonies bombées et crémeuses.
BFR:2 Coccobacille paires et en chaines

Gram positif.

24



Chapitreu Résultats et Discussion

Colonies bombées blanchatre.

BFR3 .
Coques Isolé + diplocoque +
petites chainettes a Gram positif.
M17 a 30°Cen
Aérobiose pendant 2
heures
Tres petites colonies transparentes
Bacilles paires et en chaines a
BFR4

Gram positif
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MRS a 44 °C en
BFRs microaérobiose pendal

Colonies crémeuses blanchatre.

Bacilles paires a Gram positif.
48 heures
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** |_es colorations de Gram de colonies prises aléament de la culture Columbia ont

montré des levures, des bacilles a Gram négatleetoques et bacilles a Gram positif.

5 colonies d’'aspects et tailles distincts et a Gpasitif (BFR;, BFR,, BFR;, BFRs et
BFRs), isolées sur M17et MRS a différents conditigfiableau 3)ont été retenu pour
I'identification biochimique(Tableau 5) L’isolat d’identification difficile, des lames

soupgonnées bactéries sporulantes et de le(figse 10).

Figure N°10: caractéeres microscopiques des levures et best@porulantes.

A. Levures eB. Bactéries sporulantes présomptives.

Les bactéries sporulantes ne sont pas des micesthabituels dans la fermentation du
Hamoum. Dans le Hamoum, les bactéries lactiquearement les levures sont les
leadeurs de la fermentati@Merabti, 2015 ; Benakriche, 2016)
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La composition microbienne prédominante en baddeetiques est en accord avec
plusieurs travaux précéder(Benakriche et al., 2016 ; Mokhtari, 2015 ; Merabtj
2015 ; Ennadir et al., 2014)les genres ou especes présumés des bactérigadact
isolées, selon la description morphologique desries et les tests biochimiques
réalisés Annexe 3) sont récapitulés dans le tableau N°04 et le &abN°05. Une
confirmation de ces attributs est fortement reconaga par des tests d’identification
biochimiques (galerie API) et moléculaires. Cependa notre connaissance, aucun
des travaux ne souleve la question de la sécuariiéasre/microbiologique du Hamoum.
Nous avons réveélé la présence d’'une flore qui aauétre toxigénique et pathogéene,
notammenCandida KruseiStaphylococcuspp,Enterococcus durangtClostridium
spp. La mise en évidence de ce risque sanitaife ¢eport d’indisposition digestive)
souleve la question d’'une recherche approfondim, @ connaitre les points de
contamination et mesurer les risques associésidsepce de bactéries sporulantes non
pathogeneslysinibacillus fusiformis laisse supposer que la fermentation du blé
pourrait impliquer leBacillus Il n'a pas été possible de trouver une rechescinde
microbiote sporulant du Hamoum. Les conditionsrdegdformation du Hamoum, sous-
sol, contrainte hydrique et haute température seggéortement une implication des
bactéries sporulantes, qui sont telluriques ettaésies a ces conditions. LBacillus

ont des caractéristiques technologiques, activit®téplytique et caracteres
probiotiques (résistance a [I'environnement gasgrigproduction de substance
antimicrobienne)Haldar, 2017) qui peuvent servir dans la recherche d’'une formule

de culture starter, en association avec la flaredae.

II.4. Caractéristiques technologiques des isolats Capacité de production du

biofilm et activité protéolytique
I1.4.1. Capacité de production du biofilm

La fermentation du blé entraine une modificatioygatochimique importante du blé
(Gourchalla et al, 2014 ; Bekouche, 20133t une protéolyse qui donnerait un profil
protéique fonctionnelle, comme adjuvant dans létetmreent de cancer digestive
(Benkriche, 2017 ; Yeend 2012)Et pour des considérations technologiques, la
capacité de production de biofilm et le profil deoguction d’enzymes sont des
caractéristiques importantes dans la sélectioréealuation de potentielles cultures
starters(Berlanga et Guerrero, 2016 ; Latorre et al., 2016)Les différents isolats
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lactiques ont montré une importante capacité ddymtion de biofilm et de protéase
(Figures 12) (Annexe 04)La capacité de production du biofilm est révélée yme
forte aptitude a s’adhérer au polystyréne (forrmasiessileFigure 12). La capacité de
production du biofilm est révélée par une forteitagde a s’adhérer au polystyréne
(formation sessileFigure 12) et a s’agréger (Agrégatioirigure 13) (O'Toole et
Kolter, 1998). Boubakeur et al. (2016 ; 2018)nt aussi noté une forte propension des
souches lactiques a s’organiser en biofilm et wapacité d’agrégation significative.
Les isolats ont montré différentes aptitudes a &rha biofilm, avec une plus grande
valeur pour BFR (intensité de I'anneau et la DBigure 12). La capacité d’agrégation

était plus importante polnterococcus duranBFRs) (Figure 13).

0,6
0,5104
0,5
0,4143
0,3756
g 04 ’ 0,3533
c 0,3308
2
N
[Fp)
(@)
A 0,2
0,1
0
BFR1 BFR2 BFR3 BFR4 BFRS
souches

Figure N°11 Capacité de production du biofilm + Intensitd’daneau.
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Figure N°12: Capacité d’agrégation.

I1.4.2. Activités enzymatique des souches isolées

[1.4.2.1. Activité protéolytique

L’activité protéolytique des différents isolats soegroupées dans Teableau 6 La
mise en évidence de l'activité protéolytique cheg isolats de bactéries lactiques
indique I'apparition de zones claires autour dderdes bactériennes, cela est di a la
dégradation des protéines du milieu. On a pu djggn cette activité chez tous les

isolats.

Les diametres des zones de lyse sont mesurésseupréa plupart des isolats ont des
diameétres variables. D’apré&iapa et al. (2006)nos souches lactiques ont une activité

protéolytiqgue performante.

Notre résultat est totalement accord avec ce twivie parkKermiche (2013)qu’elle
noté une activité protéolytigue chez les isolats badetéries lactiques dlde a la

dégradation des protéines du milieu.
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Tableau N°05: I'activité protéolytique des isolats lactiques.

Souches

BFR1

BFR2

BFR3

BFR4

BFRs

Boites
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Conclusion

Le blé fermenté est transformé en des mets emhlgueatde I'Algérie. Il possede de
nombreuses vertus nutritionnelles et sanitairgsoatrait étre promu plus largement
dans l'alimentation de la population algériennegcefaaux différentes pathologies
nutritionnelles (diabétes, surpoids) qui gagnenteleain. Les travaux précédents se
sont beaucoup intéressés a la valeur nutritionretlléa composition microbienne
avantageusement fonctionnelle. Cependant, noussaarevé dans ce présent projet
le risque sanitaire ou microbiologique. Les gernpegentiellement pathogeénes,
Enterococcus duransStaphylococcus sppet Clostridium spp ont été identifiés et
'enquéte a rapporté des indispositions digestreasontrées avec la consommation.
Un second groupe microbien, bactéries sporulantgsinibacillus fusiformis
avantageusement technologiques, pourrait étre exmarallélement aux bactéries
lactiques pour le développement de cultures starten perspective a ce présent travail,

il serait intéressant :

» D’explorer la composition et le role des bactérgmorulantes dans la
fermentation du Hamoum.
» De concevoir un guide de bonne pratique d’hygigrdegroduction, en appui

des cultures starters et du procédé de fermentedioinélée hors Matmor.
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Annexes

Annexe 01 :Composition des milieux de culture.
Milieu MRS

Peptone........cccooeiiiiiiiiiiieee. 22 10g

Extrait de viande................ccooiiiiiinnn, 10g
Extraitde levure............ccooiii i, 5g
GlIUCOSE....c.i i e, 20g
Tween 80.......ccoovviiiiiiiiii e 1ml
Phosphate bi potassique.................c.ceoenee. 29
Acétate de sodium............coeeiiiiiiiine e 5¢
Citrate d’'ammonium............ccccviiiieeenn e, .29
Sulfate de magnesium.............cccceeevnenen. 0,29
Sulfate de maganése .............coeevveiieiiiinnn e 0,59
AGar. .. 159
Eau distillée............ooiiiiii 1000ml

Autoclavage 15 minutes a 120°C.

Gélose M17

TIYPIONE oo 2.59
Peptone papainique de soja ..........cccvevveenennns 5g
Extraite de viande................oooiiiiiiiinn. 5g
Extrait de autolytique de levure................... 2,5¢
Béta-glycérophosphate de sodium................. 199
Sulfate de magnisuim..................cooveeenen. 0,25g
LACIOSE. ...t 59
Acide ascorbique..........coveviiiiii i, 0,59
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Agar-agar bacrériologique................ 15¢g

Le milieu CHAPMAN

Extrait de viande de bceuf.............. gl
Peptones .......coccevvviiiiiiiieien 9L
Mannitol............cooviiiiiii, 10g/L
Chlorure de sodium...................... L
Rouge de Phénal................... 0 0.088-
Agar.....oooiiiii lg/L

PH=7.4 Autoclavage 15 minutes a 120°C.

Le milieu colombia

Melange speciale de peptone.....ga0
D-glucose........ccocvvviiiiiennnn, 0.h/L
Amidone..........cooiiiiiiieeeee, giL
Chlorure de soduim................... gL
Adar.....oooi 330

PH= 7.3 Autoclavage 15 minutes a 120°C.

ADH (milieu pour mise en évidence de I'arginine déydrolase)

L’argininene..........ccooovvie i i, 5g
Extraitde levure............c.ooooii i, 39
GlUCOSE...cni i 19
Chlorure de sodium.............coovvviiiieniiennnnnns 59
Pourpre de bromocrésol......................... 169
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PH=6,3 ; autoclavage 10 minutes a 120°C, avecutajane solution stérile de sucre
a 10%.

Citrate de Simmons

Citrate de sodiom..........ccoevviiieie e e, 1g
Bleu de bromothymol............................ 0.08g
Chlorure de seduim............ccooeeiiiiiiiiennns 59
Sulfate de magnisuim..................ccoeeennns 0.2g
Hydrogénophosphate de potasuim................ 19
Dihydrog »nophosphate damonuim............... 19
Agar-agar........coooiiii i 159
PH=6.9
LDC
Exteraitde levure............cooiiiiiiiiin 39

L-ornithine , L-lysine (monochlorhydate)

L-arginine.......c.oooii i 59
GlIUCOSE...cei et e e 19
Bromocrésol pourpe...........cccoeeeiiininnnn. 0,169
Ethanol ... 19
Chlorure de soduim............cccoveivieiie e anns 59

Bouillon de Clark et Lubs

Peptone.........cocoeiiiiiiiii e 10g
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Mannitol-mobilité

Peptone......cco i 209
Nitrate de potassium.............ccoeviiineenennn. 19
Mannitol..........ccovvviiiiece e e 29
Rouge de phénol...............cooiiiiii s 409
GElOSE....ceiee e, 49

PH=8,1 ; autoclavage 15 minutes a 120°C.
TSI (gélose triple sugar-iron agar)

Peptone.........coooeiiiiiiiiiciiiiieeen. 2.20g

Extraitde viande.............cccoiiiiiiiinn, 39
Extraitde levure.............coooiiii i i, 39
Chlorure de sodium............eciiiiniiiniceeeennn. 59
GlIUCOSE...cei et 19
LacCtoSe. ... 10g
SaccharoSeose.......ovvvveviii i 10g
Citrate defer.........cooe i, 0,59
Hyposulfite de sodium.....................ooeeee. 0,59
Rouge de phénol................coooiiiiinnnn. 0.25g
GElOSE....cc.ii i, 12g

PH=7,4 ; autoclavage 15 minutes a 115°C en posseéoni-inclinée.

VF (milieu viande-foie géloseé)

Extrait de viande-foie...................coiiiinis 309
GlUCOSE...cvie e 29
GElOSE....ceii e 69
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PH=7,4 ; Répartir en tubes a essais.

Lait gélose

Gélose de MAC-CONKEY

Pour 1 litre de milieu :

Peptone pancréatique de gélat .............. 17049
TIYPLONE ..o 159
Peptone pepsique de viande ................... 15¢
LACIOSE....u i 10,09
Sels biliaires .......ooevviviiiies i 15¢g
Chlorure de sodium..............covvivivnnnnnnnnnns 500

Rouge neutre .............cceeeviiieeieeivt o 30,0 Mg
Cristal Violet............uveiiiiiiiiieee e 1,0 mg

Agar agar bactériologique ...............c..ueen-. 13,59
Gélose pour démembrement (PCA)

Pour 1 litre de milieu :
TIYPIONE .o ceaann 500
Extrait autolytique de levure................come-.. 2,59
GIUCOSE ... 109

Agar agar bactériologique ...........cccceeiieeeeee. 12,0 g
PH= 7 ; autoclavage 15 minutes a 121°C.

Cristal violet (1%)

Cristal Violet..........cocoiie i 19

Eaudistillée..........cooee e .....100 ml

44



Annexes

Annexe 02: information sur I'échantillon

Variétés de blé Références
caractéristiques | région Le Nature de Date de Quantité Utilisatisation Godt
prélevement produit Récolte prélvée
prélevée
Ouled | Eté réalisé| BIé dur de Fin de 2 Sous forme de| Acide
Ayche le type Juin Kg couscous
dela | 13/03/2018| Hamoum 2016

wilaya | est mis dans
de un sachet
Reliza| propre et
ne amené a
laboratoire

pour étre

analysé
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Annexe 03 Tests didentifications biochemiques.

BFR1 BFR2 BFR3 BFR4
Souches

Catalase

Oxydase

M.mobilité
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TSI

C.simmons

ADH
ODC
LDC
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Annexe 04: Formation de biofilms aprés 24 heures d’incubbaéa bouillons nutritifs
(tubes et micro-plaque).

BFR1 BFR2 BFRs3 BFR4 BFRs
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Résumé

Le blé fermenté dmatmorest une riche culture ancestrale en Algérie.tlresouve
sur le marché local et trés largement consommé &wuse de couscous. Ce blé
fermenté est le support d’'importantes bactériestionnelles. Cependant, le procédé
reste toujours tres traditionnel, soumis a la aqwoimation spontanée des
microorganismes ; et son microbiote fonctionnetee®mmairement caractérisé. Par
ailleurs, la technique de la fermentation du blénatmor et les caractéristiques
physico-chimiques du blé devraient favoriser ladpréinance de la croissance de
bactéries productrice de biofilm fonctionnels (pobigue et culture starter). Les
attributs du biofilm corrélent avec de meilleuremactéristiques fonctionnelles du
microbiote bactérien du blé fermenté. Cette étug@wr objectif I'évaluation de la
capacité de production de biofilm des bactérietsgaes endogenes du blé fermenté du

matmor

Mots clés : Blé fermenté dumatmor biofilm, bactéries lactiques, et propriétés

fonctionnelles.
Abstract

The fermented wheat of matmor is rich ancestraucailin algeria. it is found on the
local market and very widely consumed in the fofreauscous, this fermented wheat
is the support of important functional bacteria.wéwer, the process is still very
traditional, subject to spontaneous contaminatidn nmocroorganismes; and its
functional microbiota remains summarily charactdlizin addition, the matmor wheat
fermentation technique and the phisico-chemicalrattaristics of wheat should

promote the predomonance of growth of functionabfilon-producing bacteria

(probiotic and starter culture). The attributestioé correlate biofilm with better

functional characteristics of the bacterial micathiof fermented wheat. The objective
of this study is to evaluate the biofilm producticapacity of the endogenous lactic

bacteria of fermented weat of matmor.
Keywords:

Fermented wheat of matmor, biofilm, lactic acidteaa, and functional properties.
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