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Résumé

Le miel et la Propolis constitue une ressource tres intéressante pour I'isolement de nouvelles souches
de bactéries lactiques possédant un potentiel technologique prometteur, Ces souches sont exploitées
dans divers secteurs industriels telle que 1’industrie agroalimentaire. L’objectif de ce travail est
d’isoler et purifier des bactéries lactiques a partir du miel et du Propolis de SKIKDA, Tester I’activité
antibactérienne des bactéries lactiques. L’isolement de ces bactéries a été réalisé sur des milieux
sélectifs MRS et M17, L’identification basée sur des caractéres phénotypiques, physiologiques,
biochimiques et technologiques (Tempeérature de croissance, coloration de Gram, test catalase, la
résistance a différents pH, Mannitol mobilité, pouvoir aromatisant.), et l'activité antibactérienne des
souches a été testé par la méthode des spots. Finalement, nous avons pu isoler et identifier 07 souches
de bactéries lactiques, a savoir six genres : Lactobacillus spp, Streptococcus, Entrecoccus feacium,
Pediococcus, Leuconostoc plantarum et Weissella. Les résultats de D’activité antibactérienne
indiquent que certaines souches lactiques isolées ont un effet antibactérien contre les germes
pathogeénes testés a savoir Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Klebsiella.

Mots-clés : Bactéries lactiques, Miel, Propolis, Activité antibactérienne, Germes pathogenes.



Abstract

Honey and Propolis is a very interesting resource for isolating new strains of lactic acid bacteria with
promising technological potential. These strains are utilized in various industrial sectors such as the
food industry. The objective of this work is to isolate and purify lactic acid bacteria from honey and
propolis sourced from Skikda and to test the antibacterial activity of these lactic acid bacteria. The
isolation of these bacteria was performed on selective media MRS and M17. Identification was based
on phenotypic, physiological, biochemical, and technological characteristics (growth temperature,
Gram staining, catalase test, resistance to different pH levels, mannitol fermentation, mobility,
flavoring capability), and the antibacterial activity of the strains was tested using the spot method.
Ultimately, we isolated and identified 7 strains of lactic acid bacteria, encompassing six genera:
Lactobacillus spp, Streptococcus, Entrecoccus feacium, Pediococcus, Leuconostoc plantarum et
Weissella. The results of the antibacterial activity indicate that certain isolated lactic acid strains
exhibit antibacterial effects against tested pathogenic strains such as Staphylococcus aureus and
Escherichia coli.

Keywords : Lactic acid bacteria, Honey, propolis, Antibacterial activity, Pathogenic germs.
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Les bactéries lactiques (BL) sont parmi les micro-organismes les plus étudiés en raison de leur réle essentiel
dans divers environnements naturels et systémes biologiques. Elles se distinguent par leur capacité a produire
de I’acide lactique par fermentation des sucres, leur tolérance aux environnements acides et leur nature
anaérobie facultative. De plus, leur absence de production de catalase leur permet de s’adapter & plusieurs
niches écologiques, allant du tube digestif des organismes vivants aux produits alimentaires fermentés (Marco
etal., 2021).

Traditionnellement associées aux produits laitiers fermentés tels que le yaourt et le fromage, les bactéries
lactiques ont récemment attiré 1’attention des chercheurs en raison de leur présence dans d’autres sources,
notamment le miel. Ce dernier est un produit naturel complexe, riche en sucres et en composés bioactifs, dont
la diversité microbienne inclut plusieurs groupes bactériens, notamment les bactéries lactiques, qui contribuent

a ses propriétés de conservation et a ses bienfaits pour la santé (Mandal et Mandal, 2011).

Le miel est I’un des remeédes naturels les plus anciens utilisés par 1’homme pour traiter diverses maladies et
améliorer la santé. Son importance est reconnue dans de nombreuses civilisations anciennes et il est méme
mentionné dans le Coran, sourate An-Nahl (versets 68-69), mettant en évidence ses propriétés curatives. Cet
intérét historique a encouragé les recherches modernes a explorer sa composition chimique et ses effets

biologiques (Jouve, 1997).

D’un point de vue microbiologique, des études récentes ont révélé que les bactéries lactiques sont un
composant essentiel du microbiome intestinal des abeilles. Elles jouent un role clé dans la fermentation du
nectar, sa transformation en miel, ainsi que dans la production du “pain d’abeille”, un aliment essentiel pour
le développement des larves. En outre, ces bactéries produisent des composés antimicrobiens qui protégent le
miel contre les contaminations, expliquant ainsi sa stabilité exceptionnelle par rapport a d’autres produits
naturels (Anderson et al., 2013 ; Cheng et al., 2017).

Si le miel est le produit de la ruche le plus connu, la propolis (ou résine d’abeille) est I’un des composés
naturels les plus fascinants d’un point de vue médical. Il s’agit d’un mélange complexe de résines, de cires,
d’huiles essentielles et de composés phénoliques, dont la composition chimique varie selon I’environnement
et la flore locale. Utilisée depuis 1’Antiquité pour ses propriétés médicinales, la propolis est reconnue
aujourd’hui pour ses effets antimicrobiens, antiviraux, antifongiques et anti-inflammatoires. De plus, ses
puissantes propriétés antioxydantes en font un sujet d’intérét croissant pour la recherche biomédicale et

pharmaceutique (Mandal et Mandal, 2011).

Vue la richesse du miel ainsi que de la propolis en composés naturels bénéfiques pour la santé et vue leur
richesse également en bactéries lactiques qui sont a I’origine de la majorité de ces composés, notre présent
travail a pour objectifs :

% Isoler, purifier et identifier les bactéries lactiques a partir de miels récoltés au niveau ....

1
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¢ Etudier les différents caracteres phénotypiques, physiologiques, biochimiques et technologiques des
souches isolées.

+«» Evaluer I’activité antimicrobienne des bactéries lactiques isolées.
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1. Définition des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques (BL), regroupées sous l'appellation Lactic Acid Bacteria (LAB), sont des
micro-organismes a Gram positif capables de produire de I'acide lactique en fermentant les sucres.
Décrites pour la premiere fois par Orla-Jensen en 1919 (Leonard, 2013), elles incluent plusieurs
genres notables comme Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus et
Bifidobacterium. Ces bactéries jouent un role essentiel dans I'industrie agroalimentaire, notamment
dans les fermentations alimentaires. Certaines souches, telles que les lactobacilles et bifidobactéries,
font partie du microbiote intestinal humain et sont considérées comme sires (GRAS) par les
organismes de régulation (Trias, 2008). Elles sont reconnues pour leurs effets bénéfiques sur la
digestion, la modulation du systéme immunitaire et la prévention de troubles intestinaux (Luis, 2009).
Cependant, certaines espéces, notamment parmi les genres Streptococcus et Enterococcus, peuvent
présenter un potentiel pathogéne opportuniste (Aguirre et Collins, 1993).

2. Caractéristiques générales :

Les bactéries lactiques forment un groupe diversifié de bactéries Gram-positives, caractérisées par
des traits physiologiques et métaboliques spécifiques. Elles peuvent adopter des formes variées,
principalement des bacilles ou des coques, et sont généralement non sporulées et immobiles. Elles
ont une capacité a se développer dans des conditions anaérobies facultatives ou strictes, et sont
catalase-négatives, ce qui signifie qu'elles ne possedent pas I'enzyme catalase (Sampo Lahtinen et
al., 2012). Les bactéries lactiques tolérent des plages de températures allant de 5°C a 45°C et peuvent
croitre dans un pH variant de 3,2 a 9,6 (Van de Guchte et al., 2002). Leur croissance dépend de
plusieurs nutriments essentiels, tels que les vitamines du groupe B, des acides aminés et des peptides,

ce qui rend leur culture exigeante (Trias, 2008).

3. Les voies des fermentations lactiques :

La fermentation lactique est un processus métabolique utilisé par certaines bactéries, notamment
celles présentes dans le yaourt, choucroute, cornichons et d’autres produits alimentaires acides, ainsi
que par les animaux lorsqu’ils manquent d’oxygene.

L'équation de fermentation de I'acide lactique est généralement décrite comme :

Glucose + ADP + NADH — acides lactiques + ATP + NAD+.

Dans la premiere étape, le glucose est converti en acides pyruviques par le processus de glycolyse.
Dans la glycolyse, 2 ADP et 2 NAD+ sont convertis en 2 ATP et 2 NADH.
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Dans la deuxiéme étape, l'acide pyruvique est converti en acide lactique avec la conversion de 2
NADH en 2 NAD+. Dans cette étape, le NAD+ est régenéré pour continuer le processus glycolytique
(Guillaume et al., 2018).

Par conséquent, I'équation compléte de la fermentation lactique s'écrit sous la forme suivante :

Glucose + 2 ADP + 2 NAD+ — Acide pyruvique + 2 ATP + 2 NADH

Puis : Acide pyruvique + 2 NADH — Acides lactiques + 2 NAD+.

3.1. La voie homofermentaire :

La fermentation homolactique constitue une variante spécifique de la fermentation lactique,
caractérisée par la conversion intégrale du pyruvate en lactate. Cette forme de fermentation est
essentielle dans la production de divers produits alimentaires tels que les yaourts, les laits fermentés,
les saucissons, la choucroute, le levain pour le pain, ainsi que certains types de fromages. Elle est
qualifiée d’homolactique lorsque, sous l'influence de bactéries homofermentaires, I'acide lactique est
produit en grande majorité (Guillaume et al., 2018).

La réaction chimique d'une fermentation homolactique est :

C6H1206 — 2 CH3-CHOH-COOH

Dans le processus de fermentation homolactique, le produit exclusif est le (S)-lactate, résultant en la
transformation d'une molécule de glucose en deux molécules de ce composé.
Parmi les bactéries homofermentaires, on trouve des bactéries des genres Lactococcus, Lactobacillus

et Streptococcus .

3.2. La voie héterofermentaire :
La fermentation hétérolactique représente une modalité particuliére au sein de la fermentation
lactique, se différenciant de la fermentation homolactique. La réaction chimique caractérisant la

fermentation hétérolactique peut étre représentée par I'équation suivante :
C6H1206 — CH3-CHOH-COOH + CO2 + CH3-CH20H
Cette transformation biochimique implique la décomposition d'une molécule de glucose en acide

lactique, dioxyde de carbone et éthanol. Parmi les micro-organismes capables de conduire ce type de
4
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fermentation, on trouve des bactéries appartenant aux genres Leuconostoc ainsi que certaines especes
de Lactobacillus (Guillaume et al., 2018).

4. Classification des bacteries lactiques :

Le groupe des bactéries lactiques, initialement defini par Orla-Jensen en 1919, a connu plusieurs
révisions taxonomiques au fil du temps, conduisant a une classification plus détaillée et rigoureuse.
Ces bactéries appartiennent majoritairement au phylum Firmicutes, a la classe Bacilli et a ’ordre
Lactobacillales. Elles sont regroupées en plusieurs familles, qui incluent une diversité de genres aux
caractéristiques biologiques et fonctionnelles distinctes (Brenner et al., 2005).

Le tableau suivant présente les principales familles et genres de bactéries lactiques identifiés jusqu’a

présent :
Tableau 01 : Familles et principaux genres des bactéries lactiques (Brenner et al., 2005).
Familles Principaux genres
Lactobacillaceae Lactobacillus sp., Pediococcus sp.
Leuconostocaceae Leuconostoc sp., Oenococcus sp., Weissella sp.
Streptococcaceae Streptococcus sp., Lactococcus sp.
Carnobacteriaceae Carnobacterium sp.
Enterococcaceae Enterococcus sp., Tetragenococcus sp., Vagococcus sp.

Sur le plan phylogénétique, ces bactéries peuvent €tre classées en fonction de I’analyse du séquengage
de I’ARN ribosomal (ARNr 16S), ce qui permet d’établir des relations évolutives précises entre les
différents genres. 1l est admis que les bactéries lactiques dérivent d’ancétres du sol apparentés aux
Bacillus , ayant progressivement perdu certaines fonctions génétiques au cours de leur adaptation a
des environnements riches en nutriments, notamment les écosystéemes fermentaires et digestifs
(Sampo Lahtinen et al., 2012).

Voici une description plus détaillée des genres les plus représentatifs de cette classification :

4.1. Le genre Lactobacillus :
Le genre Lactobacillus regroupe des bactéries Gram-positives, généralement microaérophiles,
présentes dans divers environnements riches en nutriments, notamment les produits laitiers fermentés,
la flore intestinale humaine et animale, ainsi que les surfaces végétales et le sol. Ce genre est
caractérisé par une diversité phénotypique et génétique importante, comprenant plus d’une centaine

d’espéces. Parmi les plus notables, on retrouve L. Acidophilus, L. Casei, L. Plantarum, L. Rhamnosus
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et L. Salivarius, connues pour leurs applications en agroalimentaire et en santé humaine
(Kleerebezem et Vaughan, 2009).

4.2. Le genre Bifidobacterium :
Les bifidobactéries représentent un groupe majeur de bactéries lactiques, particulierement
dominantes dans le microbiote intestinal des nourrissons allaités. Découvertes pour la premiére fois
en 1899 par Tissier, elles ont d’abord été classées sous différentes appellations avant d’étre
regroupées sous le genre Bifidobacterium en 1973. Depuis, de nombreuses nouvelles espéces ont été

décrites, portant leur nombre a plus de 30 taxons distincts (Delcenserie et al., 2007).

4.3. Le genre Leuconostoc :
Les bactéries du genre Leuconostoc sont des cocci ou bacilles Gram-positifs, immobiles et non
sporulés, souvent organisés en paires ou en chaines courtes. Elles se distinguent par leur métabolisme
hétérofermentaire, produisant a la fois de 1’acide lactique, du CO2 et des composes aromatiques lors
de la fermentation des glucides. Certaines espéces sont adaptées aux environnements froids et sont
capables de se développer a des températures proches de 1°C
(Johansson et al., 2011).

4.4. Le genre Lactococcus :
Les Lactococcus sont des bactéries lactiques largement exploitées dans 1’industrie agroalimentaire,
notamment pour la fermentation des produits laitiers. Elles possedent un genome plus vaste que la
plupart des autres, ce qui leur confére une grande capacité d’adaptation aux milieux variés.
Lactococcus lactis, en particulier, est une espéce clé dans la production de fromages et d’autres

produits fermentés (Elliot et al., 1991).

4.5. Le genre Enterococcus :
Les bactéries du genre Enterococcus sont des bacteries lactiques ubiquistes, présentes dans une
grande variété d’habitats, incluant le sol, I’eau, les plantes, ainsi que le tractus gastro-intestinal des
humains et des animaux. Elles jouent un role clé dans la fermentation de certains aliments, mais
certaines espéces, comme E. Faecalis et E. Faecium peuvent également étre des pathogénes

opportunistes responsables d’infections nosocomiales (Holzapfel et al., 2002).

4.6. Le genre Streptococcus :
Les streptocoques sont des bactéries lactiques Gram-positives, catalase-négatives et généralement
anaérobies facultatives. Elles sont souvent retrouvées sous forme de chaines cellulaires et jouent un
role central dans la fermentation de divers produits alimentaires. Cependant, certaines espéces,
6
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comme Streptococcus pneumoniae sont des agents pathogénes majeurs impliqués dans des infections
respiratoires (Zheng, J., Wittouck, S et al. (2022)).
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1. Historique :

Depuis des millénaires, le miel est utilise aussi bien comme aliment que comme remede naturel en
raison de ses nombreuses propriétés bénéfiques pour la santé. Les premiéres traces écrites de son
usage thérapeutique remontent a I’ancienne Mésopotamie, ou une tablette d’argile découverte a
Nippur, datant d’environ 4700 ans, mentionne douze prescriptions médicales intégrant le miel. Dans
I’Egypte antique, le papyrus d’Ebers (1600 av. J.-C.) cite fréquemment le miel comme ingrédient
dans diverses préparations médicinales. Pythagore, philosophe et mathématicien grec, en
recommandait la consommation, et Jules César I’intégrait dans son alimentation quotidienne. En Inde,
I’ Ayurveda pronait un régime a base de miel et de lait, censé prolonger la longévité jusqu’a 500 ans.
Le miel est également cité dans plusieurs textes religieux et historiques, notamment la Bible, le
Talmud et le Coran, ou il est mis en avant pour ses vertus thérapeutiques. Plus récemment, durant les
guerres napoléoniennes, il était utilisé comme antiseptique et cicatrisant pour traiter les plaies (Jouve,
1997).

2. Définition du miel :
Le miel est une substance sucrée et naturelle produite par les abeilles de 1’espéce Apis mellifera

(Figure 1).

Figure 01 : miel des différents couleurs (Web 01).
Il est élaboré a partir du nectar des fleurs ou des sécrétions végétales, ainsi que des excrétions
d’insectes suceurs présents sur certaines plantes. Les abeilles collectent ces éléments, les transforment
en ajoutant des enzymes spécifiques, les déshydratent et les stockent dans les alvéoles des ruches ou

ils marissent progressivement (Fanny, 2015).

En fonction de son mode d’extraction et de préparation, le miel peut se présenter sous différentes
formes (Homrani M., 2020) :

e Miel en rayon : conservé naturellement dans les alvéoles de cire des ruches.

o Miel égoutté : extrait par simple égouttage aprés désoperculation des rayons.

e Miel centrifugé : obtenu par centrifugation des rayons désoperculés, avec ou sans chauffage.

8
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o Miel filtré : soumis a une filtration éliminant les impuretés et réduisant la teneur en pollen.
Certaines mentions supplémentaires peuvent figurer sur 1’étiquetage du miel :
o Origine florale ou végétale : précisée si le miel provient majoritairement d’une plante spécifique,
avec des caractéristiques organoleptiques et physico-chimiques distinctives.

e Origine géographique : mentionnée lorsque le miel est exclusivement issu d’une région donnée.

3. Origine botanique du miel

Selon sa provenance botanique, le miel est classé en deux grandes catégories (Oddo et Bogdanov,
2004) :

3.1. Miel de nectar :

Le nectar est une sécrétion sucrée produite par les glandes nectariferes des plantes. Le miel issu du
nectar floral contient environ 90 % de sucres, ainsi que des acides organiques, des protéines, des
acides aminés et divers minéraux (Figure 2). On distingue : miels monofloraux et Miels polyfloraux
(Jean-Prost et Le Conte, 2005).

Figure 02 : Une abeille sur une fleur de ronce butine le nectar sécrété (Web 02).

3.2. Miel de miellat :

Contrairement au miel de nectar, le miel de miellat est principalement produit a partir des excrétions
laissées par certains insectes (Hémiptéres) sur les plantes ou directement des sécrétions végétales
(Figure 3). Ce type de miel se distingue par sa viscosité plus élevéee, sa couleur plus sombre et sa
faible teneur en eau. Il est également plus riche en minéraux, en acides organiques et en sucres
complexes (Kaskoniene V., Venskutonis, P.R., (2021). ; Jean-Prost et Le Conte, 2005).
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Figure 03 : Une abeille, sur un épicéa, récolte les gouttes poisseuses excrétées par les insectes piqueurs-
suceurs (Web 03).

4. Caractéres physiochimiques du miel :
4.1. Composition chimique :
La composition du miel varie en fonction de plusieurs facteurs, notamment 1’origine botanique, la
nature du sol, la race des abeilles et les conditions climatiques
Comparé au miel de nectar, le miel de miellat contient une proportion plus faible de glucose et de
fructose, mais davantage de sucres complexes. D’un point de vue microbiologique, le miel est un
environnement naturellement pauvre en bactéries et en levures, bien qu’il puisse contenir du pollen
et des spores fongiques. Certains miels peuvent aussi présenter des traces de radioactivité, dues a des
retombées environnementales (Gleiter et al., 2006)

Le tableau suivant montre les différentes propriétés chimiques du miel (Tableau 2).

Tableau 2 : La composition chimique du miel (Gleiter et al., 2006) :

Propriété Détails
pH Entre 3,2 et 5,5, acidité due a la transformation du glucose en acide
gluconique.
Sucres 75-80 % de sucres totaux (glucose, fructose, maltose, saccharose).
Eau Entre 14 et 25 %, idéalement <18 %.
Acides Acides acétique, citrique, lactique, malique, oxalique, butyrique,
succinique.
Oligo-éléments Potassium, calcium, fer, magnésium, phosphore, silicium, sodium...
(traces).
Protéines Albumines, globulines, acides aminés des pollens, enzymes.
Enzymes Alpha- et béta-amylases, gluco-invertase, alpha-glucosidase, gluco-
oxydase.
Hydroxyméthylfurfural Indicateur du vieillissement du miel, limite UE de 40 mg/kg.
(HMF)

10
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4.2. Propriétés physiques :

Les propriéetés physiques du miel comprennent Raweh H.S.A., et al (2023):
o Densité et viscosité : influencées par la teneur en eau et la température.
e Hygroscopicité : capacité du miel a absorber I’humidité de I’air.
o Cristallisation : tendance & former des cristaux selon la proportion des différents sucres.
e Conductibilité thermique et électrique : dépendant de la concentration en sels minéraux.
e Couleur : influencée par la présence de pigments naturels et de composés phénoliques.

5. L’apiculture en Algérie :

L’apiculture est une pratique ancestrale en Algérie, qui a connu un essor notable ces derniéres
décennies. Grace a une grande diversité de climats et d’écosystémes, le pays posseéde une flore
mellifere abondante, comprenant foréts, maquis, garrigues et zones steppiques, offrant un large
éventail de miels aux saveurs uniques.

Pendant la période coloniale, I’apiculture traditionnelle était largement pratiquée par les populations
locales, tandis que ’apiculture moderne était dominée par les colons. Aprés I’indépendance, I’Etat
algérien a encouragé le développement de ce secteur a travers la mise en place de programmes de

soutien et I’importation d’abeilles étrangéres (Web 02).

6. Micro-organismes présents dans le miel :

Le miel est reconnu comme un milieu favorable au développement d'une diversité de micro-organismes, dont
certains présentent des propriétés antimicrobiennes remarquables (Pajor et al., 2018). Ces composés naturels,
synthétisés par les bactéries présentes dans le miel, pourraient offrir des solutions prometteuses dans divers
domaines, notamment la bio-conservation des aliments et la lutte contre les infections microbiennes, y compris
celles résistantes aux antibiotiques. L'apport des abeilles au cours de la production du miel joue un role crucial
dans I'enrichissement du produit en micro-organismes d'origine intestinale. Parmi les bactéries les plus
fréqguemment identifiées dans le miel figurent les genres: Lactobacillus, Bacillus, Streptococcus et
Clostridium, ainsi que des bactéries a Gram-négatives telles que Achromobacter, Citrobacter, Enterobacter,
Flavobacterium, Klebsiella, Proteus et Pseudomonas (Tableau 3). Ces micro-organismes contribuent a la

complexité et aux propriétés bénéfiques du miel (Raweh H.S.A., et al. (2023); Ahn et al., 2012).
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Tableau 3 : Micro-organismes présents dans le miel (Ahn et al., 2012).

Bactéries Levures Champignons
Bacillus Debaromyces Asperhillus
Clostridium Hansenula Alihia
Enterobacter Lipomyces Bettsiaalvei
Escherichia coli Nematospora Cephalosporium
Klebsiella Pichia Chaetomium
Neisseria Saccharomyces Coniothecium
Pseudomonas Scizosaccharomyces Hormiscium
Enterococcus Trichosporium Peronsporaceae
Lactobacillus Torula Peyronelia
Bifidobacterium Zygasaccharomyces Tripoosporium

12
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1. Historique :

L’utilisation de la propolis remonte a des millénaires, ou elle était reconnue pour ses propriétés médicinales et
conservatrices. Les premieres traces de son usage thérapeutique apparaissent dans la Grece antique. Aristote
la mentionne comme un remede naturel efficace contre diverses affections cutanées et inflammations (Golder,
2004).

Les Egyptiens de I’ Antiquité exploitaient ses propriétés antiseptiques pour la momification, lui attribuant un
role essentiel dans la préservation des corps (Nelsen et al., 2007). Dans la Rome antique, la propolis était
utilisée pour accélérer la cicatrisation des plaies des soldats sur le champ de bataille. Au Moyen Age, la
médecine arabe et européenne I’employait comme agent cicatrisant et antiseptique, notamment dans le
traitement des infections buccales et des maladies de la peau (Castaldo et Capasso, 2002). Les Incas, en
Amérique du Sud, lui conféraient un usage médicinal en tant qu’antipyrétique, tandis qu’en Russie, elle était
considérée comme un reméde naturel contre les infections respiratoires.

Au XVille siécle, la propolis fut officiellement intégrée a la pharmacopée européenne en raison de son efficacité
démontrée contre les infections (Potier, 2014).

Avec les progrés scientifiques, 1’intérét pour la propolis a fluctué, mais il a connu un regain au cours des
derniéres décennies, notamment grace a [’identification de ses nombreuses propriétés biologiques.
Aujourd’hui, elle est disponible sous plusieurs formes : extraits hydroalcooliques, poudres, pommades,

solutions buccales et gélules (Cuvillier, 2015).

2. Définition de la Propolis :

Le mot “propolis” est issu du grec ancien qui signifie ”devant la cité”, une allusion a son rdle de barriere
naturelle protégeant la ruche contre les menaces extérieures (Jean-Marie, 1993).

D’un point de vue biologique, la propolis est une substance résineuse que les abeilles (Apis mellifera) collectent
a partir des bourgeons et des écorces de certaines plantes. Elles la mélangent avec de la cire et des sécrétions
salivaires, créant ainsi un matériau aux propriétés antimicrobiennes, antifongiques et antivirales (Kevitz, 2012)
(Figure 4).

Sa consistance varie en fonction de la température :

- Afroid (<15°C) : elle devient dure et cassante.

- A température ambiante (15-30°C) : elle est malléable et collante.

- Au-dela de 30°C : elle devient visqueuse et peut fondre partiellement (Zheng, J., Wittouck, S et al.
(2022)).

Dans la ruche, la propolis remplit plusieurs fonctions essentielles (Bankova et al., 2000) :

- Protection contre les pathogenes : elle crée un environnement stérile en empéchant la prolifération des
bactéries et champignons.

- Colmatage des fissures : elle scelle les interstices de la ruche pour éviter les courants d’air (Figure 5).

- Renforcement de la structure interne : elle solidifie les parois internes et réduit les vibrations.
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(A) (B) (C)

Figure 5 : colmatage des fissures de la ruche par 1’abeille (Web 02).

3. Origine et Composition de la Propolis :
Les études scientifiques montrent que la propolis est un produit complexe dont les composants
proviennent de trois sources principales :
a. Origine Végetale :
La propolis est principalement issue des exsudats résineux collectés par les abeilles sur différentes
essences d’arbres. Parmi les espéces les plus courantes figurent :

e Les peupliers (Populus spp.), considérés comme la source végétale dominante.

e Lesconiféres (pins, sapins, épicéas), riches en terpénes.

e Le chéataignier et le bouleau, qui apportent des flavonoides.

e L’érable, qui contribue a la diversité phénolique (Bankova et al., 2000).

Ces résines végetales sont ensuite modifiées par les abeilles, qui y ajoutent des enzymes et de la cire

pour en faire un matériau stable et bioactif (Perreau, 1985).

b. Origine Animale :

Les abeilles sécretent des substances qui enrichissent la propolis :

e La cire d’abeille, qui améliore sa malléabilité.
14
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e Les enzymes salivaires, qui modifient chimiquement les résines et participent a leur transformation

en composes bioactifs (Jean-Marie, 1993).

c. Matieres Accessoires :
En plus des composés végétaux et animaux, la propolis contient des éléments annexes introduits lors
de sa production :
o Pollen, apportant des enzymes et des nutriments.
e Traces de nectar et de miel, influengant sa composition chimique.
o Petits débris organiques, issus de la ruche (Ghisalberti, 1979).
.
Néanmoins, la composition chimique de la propolis varie selon plusieurs facteurs :
o Ladiversité des plantes butinées, influencant la richesse en flavonoides et en acides phénoliques.
e Lessaisons et le climat, qui modifient la production de résines par les plantes.
e L’écosystéme et I’altitude, qui influencent la disponibilité des ressources (Perreau, 1985).

4. Caractéristiques Physico-chimiques de la Propolis
Les propriétés physico-chimiques de la propolis dépendent de sa provenance botanique. Elles incluent

(Pamplona-Zomenhane et al., 2021) :

e Solubilité : soluble dans I’alcool et d’autres solvants organiques, mais peu dans I’eau.
e Point de fusion :situé entre 60 et 70°C.

e pH :légerement acide, ce qui contribue & son action antimicrobienne.

e Densité :environ 1,1-1,2 g/cma.

e Couleur :allant du jaune au brun foncé, selon son origine.

e Odeur et goQt : résineux, parfois Iégerement amer.

Gréace a ces propriétés, elle est utilisée en pharmacologie et en cosmétique, notamment pour la formulation de

produits cicatrisants et antiseptiques (Zheng, J., Wittouck, S et al. (2022)).

5. La Conservation de la Propolis :

La propolis est un produit dont la conservation ne présente pas de difficulté majeure, quel que soit son état
physique. Cependant, afin de garantir 1’intégrité de ses composants actifs et de préserver ses propriétés
thérapeutiques, il est recommandé de la stocker dans des récipients hermétiques et d’éviter son exposition a
I’humidité, a la lumiére et a la chaleur excessive. Ces précautions permettent de préserver ses caractéristiques
biologiques et d’optimiser son efficacité (Bankova et al., 2000).

Bien que les études indiquent que le stockage prolongé n’entraine pas une altération significative de ses

propriétés antibactériennes ni une diminution de la concentration en composés actifs, il est conseillé de
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consommer la propolis dans 1’année suivant sa récolte pour bénéficier pleinement de ses bienfaits (Perreau,
1985).
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Matériel et méthodes

La partie pratique de notre étude a été menée au sein du Laboratoire de Microbiologie de
I’Université 20 Aott 1955 — Skikda ( Figure 06), sur une période allant du 21 avril au 2 juin
2025. soit six semaines d’activités intensives visant a isoler, caractériser et identifier des

bactéries lactiques a partir d’échantillons apicoles.

Figure 06 : Vue globale du laboratoire de Microbiologie de I’Université 20 Aott 1955 —
Skikda (Prise personnelle).

1. Matériel :

1.1. Matériel biologique :

Dans le cadre de cette recherche, trois échantillons de miel ainsi qu’un échantillon de propolis
ont été collectés exclusivement dans la wilaya de Skikda, sélectionnée pour sa diversité
botanique et apicole. Ces produits apicoles, issus d’une filiére locale, ont été récoltés au début
de I’année 2025, dans le but de préserver leur intégrité physico-chimique et microbiologique.
Chaque échantillon a été soigneusement étiqueté selon sa provenance géographique et sa date
de récolte, afin d'assurer une tracabilité rigoureuse lors des phases analytiques :

Miel amer (A)

Miel de la montagne (M)

Miel a I’orange (O)

Propolis (P)
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2. Méthodes :

2.1. Préparation de la solution mére et des dilutions décimales :

Une masse de 20 g de miel a été diluée dans 20 ml d’eau peptonée tamponnée dans un sac de
congélation stérile, puis homogénéisée manuellement pendant une minute. Une série de
dilutions décimales stériles allant jusqu’a 10 a ensuite été préparée : a partir de cette solution
meére, 1 ml est transféré aseptiquement dans 9 ml d’cau peptonée stérile, et ce processus est
répété jusqu’a la derniére dilution (Figure 07.). La méthode appliquée s’appuie sur le

protocole établi par Fessard et al., (2016).

Figure 07 : Préparation de la solution mére et des dilutions décimales (Prise personnelle).

2.2. Isolement des bactéries lactiques :

Les dilutions 1073, 10 et 10 ont été ensemencées par étalement (0,1 ml) sur des milieux
gélosés MRS et M17, solidifiés dans des boites de Petri. L’ incubation a été effectuée a 37 °C
pendant 24 a 48 heures, dans des conditions strictes d’anaérobiose, conformément aux
recommandations de Monnet et al., (2008). Seules les colonies présentant une morphologie

caractéristique et étant Gram-positives ont été retenues pour les étapes ultérieures.

2.3. Purification des isolats de bactéries lactiques :

Les colonies sélectionnées ont été purifiées par repiquages successifs sur gélose MRS et M17
al’aide de la méthode des stries en quatre quadrants, jusqu’a 1’obtention de souches homogénes
présentant une morphologie stable. Ce processus visait a garantir la pureté des isolats,

conformément aux approches décrites par Guiraud (2004) et Heleni et al., (2006).
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2.4. Conservation des isolats :

Afin de préserver la viabilité des souches purifiées, celles-ci ont été conservées sur milieux
inclinés MRS et M17, aprés une incubation de 18 heures a 30 °C. Les tubes ont ensuite été
stockés a 4 °C, avec un repiquage bihebdomadaire pour éviter toute altération génétique ou

physiologique des isolats (Saidi et al., 2004).

2.5. ldentification des souches :
L’identification bactérienne a été menée en combinant plusieurs approches : phénotypiques,
physiologiques, biochimiques et technologiques, afin d'établir un profil exhaustif de chaque

souche.

2.5.1. ldentification phénotypique :

2.5.1.1. Examen macroscopique :

Cette étape consiste a observer les colonies bactériennes a I’ceil nu, aprés leur croissance sur
les milieux gélosés MRS et M17. L’objectif est d’évaluer plusieurs critéres visuels qui peuvent
orienter I’identification initiale des bactéries lactiques. Ces critéres incluent la forme des
colonies (circulaire, irréguliére), leur taille, la couleur (blanche, créme...), I’opacité, ainsi que
I’aspect de la surface (lisse, rugueuse, brillante ou mate) et du bord (régulier ou dentelé). Ces
observations, bien qu’élémentaires, permettent d’éliminer certaines souches indésirables et de

sélectionner les isolats présentant un phénotype typique des bactéries lactiques (Figure 08).

Figure 08 : Résultat de 1’observation macroscopique des bactéries lactiques isolées a partir

du miel sur milieu M17 (Prise personnelle).
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2.5.1.2. Examen microscopique :

Apres isolement, les colonies sélectionnées sont soumises a une coloration de Gram. Ce test
fondamental permet d’identifier la structure de la paroi cellulaire des bactéries, et donc de
distinguer les Gram positives, caractéristiques des LAB. A travers une observation au
microscope optique, on peut également déterminer la morphologie cellulaire (bacille ou coque)
ainsi que leur mode d’arrangement (en chaines, en amas, en paires). Cet examen est essentiel
pour confirmer 1’appartenance des souches au groupe des bactéries lactiques, qui sont

géneralement des bacilles ou cocci Gram +, non sporulés.

2.5.2. ldentification physiologique :

2.5.2.1. Croissance a différentes températures :

Ce test a pour but de déterminer la plage de température optimale de croissance pour chaque souche
isolée. Les souches sont ensemencées dans des milieux liquides MRS et M17 puis incubées a trois
températures différentes : 4°C, 30°C et 37°C. Aprés incubation, la croissance est évaluée par la turbidité
du milieu (présence de troubles). Cette caractérisation est importante pour sélectionner des souches
adaptées a des usages industriels spécifiques, notamment en fermentation ou en conservation a froid
(Guiraud, 2003) .

2.5.2.2. Thermorésistance des bactéries :

Pour évaluer leur capacité a résister a une température élevée, les isolats ont été exposés a 63,5°C
pendant 30 minutes, puis incubés a 30°C pendant 24 a 48 heures. Les bactéries qui conservent une
capacité de croissance apres ce traitement sont dites thermorésistantes, une propriété recherchée dans
certaines applications agroalimentaires ou les conditions de production impliquent un stress thermique
(Guiraud, 2003).

2.5.2.3. Croissance a différents pH :

Ce test vise a déterminer 1’aptitude des souches a se développer dans des environnements acides ou
alcalins. Des bouillons MRS et M17 ont été ajustés a quatre valeurs de pH extrémes. Apres incubation
a 37°C pendant 24 heures, la croissance a été observee par la formation de troubles dans le milieu. Les
bactéries lactiques, connues pour leur tolérance aux milieux acides, sont souvent capables de croitre a
des pH inférieurs a 5, ce qui constitue un atout pour leur utilisation en tant qu’agents conservateurs
naturels (Guessas et al., 2006 ; Rouisset & Bensoltane, 2006).

2.5.2.4. Croissance en milieu hypersalé NaCl :

Ce test permet d’évaluer la tolérance osmotique des souches en présence de sel. Les cultures ont été

mises dans des bouillons contenant 3,5 % et 6,5 % de NaCl, puis incubées a 37°C pendant 24 h. La
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croissance a été jugée en comparant la turbidité des cultures avec celle d’un témoin non inoculé. Cette
propriété est particulierement utile dans les environnements de transformation alimentaire riches en sel,

comme les produits fermentés ou les charcuteries (Carr et al., 2002).

2.5.3. Identification biochimique :

2.5.3.1. Test catalase :

Ce test a pour objectif de mettre en évidence la production de I’enzyme catalase, qui permet de
décomposer le peroxyde d’hydrogene (H20:) en eau et oxygene. Pour cela, une goutte de H.O-
est déposée directement sur une colonie fraiche. L’apparition rapide de bulles indique une
activité catalasique positive.

Les bactéries lactiques, par nature, sont catalase négatives, donc 1’absence de bulles est un
critére d’identification important pour confirmer leur appartenance a ce groupe (Delarras,

2014).
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Figure 09 : La réalisation du test catalase (Prise personnelle).

2.5.3.2. Test oxydase :

Ce test permet de vérifier la présence d’enzymes cytochromes oxydases, absentes chez la
majorité des bactéries lactiques. Une colonie est appliquee sur un disque imprégné de réactif
oxydase, puis humidifiée. Si le disque vire rapidement au violet foncé (moins de 30 secondes),
le test est positif. Chez les LAB, le test est généralement négatif, ce qui permet d’éliminer

d’autres groupes bactériens aérobies (Marchal et al., 1991).
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Figure 10 : la réalisation du test oxydase (Prise personnelle).

2.5.3.3. Croissance sur le lait bleu de Sherman :

Le but de ce test est d’évaluer I’activité réductrice des souches sur un milieu nutritif contenant
du lait écréme et du bleu de méthylene. Deux concentrations du colorant (0,1 % et 0,3 %) sont
utilisées. Les bactéries réductrices vont provoquer la décoloration du milieu (de bleu a
incolore), témoignant d’une activité métabolique intense. Ce test donne un apercu de la vitalité

et de la performance fermentaire des isolats (Benreguieg, 2014 ; Bekhouche, 2006).

2.5.3.4. Test Mannitol-Mobilité :
Ce test a un double objectif :

+« Détecter la fermentation du mannitol.

< Evaluer la mobilité des bactéries.
Les souches sont ensemenceées par piqlre centrale dans un tube contenant un milieu rouge. Si
le milieu vire au jaune, cela signifie que la souche a fermenté le mannitol (acidification). La
mobilité est révélée par la diffusion du trouble loin du point d’ensemencement, formant un

voile diffus (Figure ..). Une croissance uniquement localisée indique une souche immobile
(Gerhardt et al., 1994).
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Figure 11 : Test Mannitol Mobilité (Prise personnelle).

2.5.4. Identification technologique :

2.5.4.1. Pouvoir protéolytique :

Les souches ont été cultivees sur un milieu MRS ou M17 enrichi & 10 % de lait écrémé, puis
incubées a 30°C pendant 24 a 48 h. La présence d’une zone claire autour du spot d’inoculation
indique une dégradation des protéines du lait (caséines) par des enzymes proteolytiques. Ce
pouvoir est particulierement recherché dans la production de yaourts, fromages et autres
produits fermentés ou la texture et la saveur dépendent de 1’activité enzymatique (Franciosi et
al., 2009).

2.5.4.2. Pouvoir aromatisant :

La capacité a produire des composés aromatiques (notamment 1’acétoine) est testée via la
réaction de VVoges-Proskauer (VP). Aprés culture dans un milieu Clark et Lubs, on ajoute deux
réactifs : VP1 (NaOH) et VP2 (a-naphtol). L’apparition d’un anneau rose a la surface indique
la production d’acétoine, molécule aux propriétés aromatiques intéressantes. Cette
caractéristique technologique est utile pour améliorer le profil sensoriel des produits laitiers
fermentés (Zouarari et al., 1992).

2.5.4.3. Activité antibactérienne :
Ce test est crucial pour évaluer le potentiel probiotique et conservateur des souches lactiques.
Il vise a mesurer la capacité des souches a inhiber la croissance de bactéries pathogenes, telles
que Escherichia coli et Staphylococcus aureus. La méthode utilisée est celle de la diffusion sur
gélose Mueller-Hinton. Le protocole comprend plusieurs étapes rigoureuses :

« Ensemencement de la gélose avec les pathogenes par ecouvillonnage

o Dépot de cultures lactiques sous forme de spots

e Incubation & 37°C pendant 24 h
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e Observation des zones d’inhibition autour des spots
Une zone claire supérieure & 1 mm indique une activité antibactérienne significative Schillinger
et Lucke, 1989 (Rahal, 2005). Ce test met en évidence la capacité des souches a produire des
substances antimicrobiennes naturelles, comme les acides organiques ou les bactériocines, ce

qui leur confere un intérét en industrie alimentaire ou pharmaceutique.
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Résultats

1. Isolement des bactéries lactiques :
Lors de cette étude nous avons isolé les souches a partir de différentes variétés de miels et de la
propolis (Skikda). Nous avons procédé a I’¢tude des caractéres phénotypiques, physiologiques,

biochimiques et technologiques.

2. Purification des isolats de bactéries lactiques :

Apres plusieurs repiquages successifs des isolats sur les milieux MRS et M17, nous avons obtenu des

colonies pures (Figure 12).

Figure 12 : Résultats de la purification des isolats sur gélose MRS a partir du miel
Amer (Prise personnelle).
3. Conservation des isolats :
Une fois les différentes colonies purifiées, nous les avons conservées sur milieu solide MRS et M17
incliné en attendant leur identification. Aprés une incubation a 30°C pendant 18 heures, les tubes

ont été placés a 4°C pour le stockage ultérieur (Figure 13).

Figure 13 : Résultats de la conservation des isolats sur milieu MRS incliné (Prise personnelle).
4. ldentification des souches lactiques :
Les 16 isolats ont été caractérisés en examinant leurs caracteres phénotypiques, physiologiques,
biochimiques et technologiques.
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4.1. Identification phénotypique :

4.1.1. Examen macroscopique : Les colonies développées sur le milieu M17 présentent une couleur
allant du blanc creme au jaune, avec une forme circulaire ou lenticulaire et des contours réguliers ou
irréguliers.

Quant aux colonies cultivées sur gélose MRS, elles se distinguent par leur couleur blanchétre, leur

forme ronde et leurs contours réguliers (Figurel4).

Figure 14 : Résultat de 1’observation macroscopique des bactéries lactiques isolées a partir du miel
(Milieu MRS) (Prise personnelle).

4.1.2. Examen microscopique :

La coloration de Gram révele la présence de souches bactériennes immobiles a Gram positif et a

Gram négatif, coques et bacilles avec différents modes de regroupements (monocoque, diplocoque,

en amas ou en chainette) (Figure 15).

Figure 15 : Résultat de 1’observation microscopique d’un isolat a partir du miel de montagne apreés
coloration de Gram (X100) (Prise personnelle).

4.2. ldentification physiologique :

4.2.1. Croissance a différentes températures :

La croissance est détectée par lI'apparition de turbidité dans les tubes contenant le bouillon MRS. Les

souches testées ont manifesté une croissance aux températures : 30°C, 37°C. Aucune croissance n'a

été observee pour les différentes souches a 4°C (Tableau 04) (Figure 16).
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Tableau 04 : Résultats du test de croissance a différentes températures.

Résultats

Types de miel Souches testées Croissance a différentes tempeératures
4°C 30°C 37°C
Amer Al - + +
A2 - + +
A3 - + +
A4 - + +
A5 - + +
A6 - + +
A7 - + +
A8 - + +
A9 - + +
Montagne M1 - + +
Orange 01 - + +
Propolis P1 - + +
P2 - + +
P3 - + +
P4 - + +
P5 - + +

Figure 16 : Résultats du test de croissance a différentes températures des bactéries lactiques testées

(A aT=37°C), (BaT=30°C) (Prise personnelle).
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4.2.2. La thermorésistance des bacteéries :

La capacité de résistance a une température de 60°C est confirmée par I'apparition de turbidité dans
le milieu liquide MRS et M17. Deux souches seulement ont démontré leur résistance a cette
température pendant 30 minutes (Tableau 05) (Figure 15).

Tableau 05 : Résultats du test de thermorésistance des bactéries a 60°C pendant 30 min.

Types de miel Souches testees Thermoreésistance
Amer Al -

A2 -

A3 -

A4 -

A5 -

A6 -

A7 -

A8 -

A9 -

Montagne M1 +

Orange 01 -

Propolis P1 -
P2 -
P3 -
P4 -
P5 +

W62 ¢ " - “'
T

Figure 17 : Résultats du test de Thermorésistance des bactéries testées (Prise personnelle).
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4.2.3. Croissance a différents pH :

La plupart des souches montrent une croissance optimale & un pH de 9,6, tandis que la croissance est
inhibée a un pH de 4,4. Pour les deux autres valeurs de pH testées, soit 4,9 et 9, les résultats varient
en fonction des souches bactériennes testées (Tableau 06) (Figure 18).

Tableau 06 : Résultats du test de croissance a différentes pH.

Types de miel Souches testees Croissance a différentes Ph

4.4 4.9 9 9.6

Amer Al - - + -

A2 - - + +

A3 - - - +

A4 - - - +

A5 - - - +

A6 - - + +

A7 - - + +

A8 - - + +

A9 - - - +

Montagne M1 - - - +

Orange O1 - - + +

Propolis P1 - - + +

P2 - - - +

P3 - - - +

P4 - - + +

P5 - - + +

Figure 16 : Résultats du test de croissance a différents pH (A=4,4), (B=9) (Prise personnelle).
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4.2.4. Croissance en milieu hyper salé NaCl :

La majorité des souches présentent un résultat positif dans des milieux hypersalés contenant

respectivement 3,5 % et 6,5 % de NaCl (Tableau 07) (Figure 19).

Tableau 07 : Résultats du test de croissance en milieu hyper salé NaCl.

Types de miel Souches testées Croissance a différente concentrations d’NaCl
3,5% 6,5%
Amer Al -
A2 +
A3 +
A4 +
A5 +
A6 +
A7 +
A8 +
A9 +
Montagne M1 +
Orange 01 +
Propolis P1 -
P2 -
P3 +
P4 +

Figure 19 : Résultats du test de croissance en milieu hyper salé NaCl : (A= 3,5%) (B= 6,5%) (Prise

personnellg).
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4.3. Identification biochimique :

4.3.1. Test catalase :

Selon ce test, toutes les souches purifiées montrent une réaction négative a la catalase, car aucun
dégagement gazeux n'a été observé apreés le traitement des colonies avec de I'eau oxygénée (Tableau
08) (Figure 20).

Tableau 08 : Résultats du test catalase.

Types de miel Souches testées Catalase
Amer Al -
A2 -
A3 -
Ad -
A5 -
A6 -
A7 -
A8 -
A9 -
Montagne M1 -

Orange o1 -

Propolis P1 -
P2 -
P3 -

Figure 20 : Résultats du test catalase (Prise personnelle)
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4.3.2. Test oxydase :

D'apres ce test, la majorité des souches purifiées affichent une réaction négative a lI'oxydase, car aucun
changement de couleur du disque en violet foncé n'a été observé dans les 30 premieres secondes mise
a part les deux souches A7 et O1 (Tableau 09) (Figure 21).

Tableau 09 : Résultats du test oxydase.

Types de miel Souches testés Oxydase

Amer Al -
A2 -
A3 -
A4 -
A5 -
A6 -
A7 +
A8 -
A9 -

Montagne M1 -

Orange 01 +

Propolis P1 -
P2 -
P3 -
P4 -
P5 -

Figure 21 : Résultats du test Oxydase (Prise personnelle)
4.3.3. Croissance sur le lait bleu de Sherman :
La majorité des souches ont montré une croissance positive sur le lait bleu de Sherman, aux

concentrations de bleu de méthyléne de 1 % et 3 %. Ce test a démontré 1’aptitude des bactéries a se
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développer en utilisant I'oxygene du bleu de méthylene, entrainant la décoloration de ce dernier. La
formation d'un caillé blanc peut étre attribuée a I'augmentation de la charge bactérienne (Tableau 10)
(Figures 22).

Tableau 10 : Résultats du test de croissance sur le lait bleu de Sherman.

Types de miel Souches testées Croissance sur le lait bleu de Sherman
1% 3%
Amer Al - -
A2 + +
A3 + +
A4 + +
A5 + +
A6 + +
A7 - -
A8 - -
A9 - -
Montagne M1 + +
Orange 01 - -
Propolis P1 - -
P2 + +
P3 + +
P4 + +
P5 - -

Figure 22 : Résultats du test de croissance sur le lait bleu de Sherman(A) a 1% de bleu de

méthyléne (B) a 3% (Prise personnelle).
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4.3.4. Test du Mannitol-Mobilité :
Aucune des souches testées n'a révélé de mobilité ni de fermentation du mannitol (Tableau 11)
(Figure 23).

Tableau 11 : Résultats du test Mannitol mobilité.

Types de miel Souches testées Mannitol mobilité.

Mannitol Mobilité

Amer Al - -

A2 - +

A3 - +

Ad - +

A5 - +

A6 - +

A7 - +

A8 - +

A9 - +

Montagne M1 - +

Orange 01 - +

Propolis P1 - +

P2 - +

P3 - +

P4 - +

P5 - +

Figure 23 : Résultats du test Mannitol-Mobilité (Prise personnelle).
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4.4. Identification technologique :

4.4.1. Pouvoir protéolytique :

Toutes les souches testées ont montré une activité protéolytique se manifestant par la formation d'un

halo clair autour des colonies ensemencées, résultant de la dégradation de la caséine. La mesure de

diametre de cette zone claire permet de quantifier I'activité protéolytique de chaque souche (Tableau

12) (Figure 24).

Tableau 12 : Résultats de I’activité protéolytique des souches testées sur milieu M17 et MRS

additionné de lait écrémé a 10%.

Types de miel Souches testées | Activité protéolytique Diameétres (mm)
Amer Al + 25
A2 + 31
A3 + 2
A4 + 29
A5 + 25
A6 + 17
A7 + 2
A8 + 21
A9 + 24
Montagne M1 + 3
Orange 01 + 3
Propolis P1 + 15
P2 + 3
P3 + 27
P4 + 25
P5 + 2
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Figure 24 : Zones claires traduisant 1’activité protéolytique des souches testées (Prise

personnelle).

4.4.2. Pouvoir aromatisant :

Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 13. D'apreés les résultats nous remarquons que
13 souches sont capables de produire I'acétoine ou un anneau rouge clair a apparu dans le milieu
Clark et Lubs, Cela indique leurs capacités a produire des substances aromatisantes (l'acétoine).

Les autres souches sont incapables de produire I'acétoine ce qui est traduit par I'absence de formation
de I'anneau rouge dans le milieu Tableau 13 et Figure 25
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Tableau 13 : Résultats du pouvoir aromatisant.

Types de miel Souches testées Pouvoir aromatisant

Apres I’incubation Apres VP1-VP2

Amer Al - +

A2 - +

A3 - +

A4 - +

A5 - -

A6 - +

A7 - +

A8 - +

A9 - +

Montagne M1 - +

Orange 01 - +

Propolis P1 - +

P2 - -

P3 - +

P4 - -

P5 - +

Figure 25 : Résultats du test aromatisant aprés 1’addition de VP1 et VP2 (Prise personnelle).
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5. ldentification des bactéries isolées : Le tableau suivant englobe un récapitulatif de tous les tests effectués afin de caractériser I’ensemble des souches

isolées dans le but de les identifier.

Tableau 14 : Caractérisation des Bactéries lactiques présentes dans le miel.

Croissance a différentes

Croissance

a

Croissance

a

Croissance sur lait

Mannitol mobilité

Pouvoir aromatisant

Type de miel n 4 4 4 = O
2 . a I e & & g 2
S | températures 5 | différents pH différents NaCl | o | bleu de sherman & 3
@ ) 2 % = =
— = < < -
@ | 4°C 30°C | 37°C & |44 |49 96 |35% |65% & S | 1% 3% - Apres =
oD~ %} D D QD o — -9‘ @D
S 3 2| 2 @ | VP1-VP2
2 = = e
@ o @ =3
=3 g
Amer Al - + + - - - - + - - - - - - + +
A2 - + + - - + + + - + + - + - + +
A3 - + + - - + + + - + + - + - + +
A4 - + + - - + + + - + + - + - + +
A5 - + + - - + + + - - + - - +
A6 - + + - - + + + - + + - + - + +
A7 - + + - - + + + - - - - + - + +
A8 - + + - - + + + - - - - + - + +
A9 - + + - - + + + - - - - + - + +
Montagne M1 - + + - - + + + - + + - + - + +
Orange 01 - + + - - + + + - - - - + - + +
Propolis P1 - + + - - + - + - - - - + - + +
P2 - + + - - + - + - - + - - +
P3 - + + - - + + + - + + - + - + +
P4 - + + - - + + + - + + - + - - +
P5 - + + - - + + - - - - + - + +
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D’aprés ce tableau et en étudiants les différents caractéres des bactéries étudiées, nous avons pu
identifier 7 souches lactiques (Tableau 15.).

La majorité des bactéries lactiques isolées proviennent du miel Ames avec une souche isolée du miel
de montagne et une souche a partir de la propolis. Les genres identifiés sont en majorité des
Lactobacillus spp., Pediococcus, Enterococcus et le leuconostoc. Une identification moléculaire

confirmera le genre et espéce.

Tableau 15 : Bactéries lactiques identifiées.

Souche | Catalase/ | Croissance | Mannitol Pouvoir Hypothése
Oxydase pH acide/ | / Mobilité | aromatisant/ | de genre
NaCl 6.5% protéolytique
A2 Catalase -, | pH 4.4/ NaCl | Mannitol +/- Lactobacillus
Oxydase - 6.5%:+ +/ spp.
mobilité -
A3 Catalase -, | pH 4.4/ NaCl | Mannitol +/- Lactobacillus
Oxydase - 6.5%:+ +/ spp.
mobilité -
A5 Catalase -, | pH 4.4/ NaCl | Mannitol +/- Lactobacillus
Oxydase - 6.5%: + +/ spp. ou
mobilité - Pediococcus
A6 Catalase -, | pH 4.4/ NaCl | Mannitol +/- Leuconostoc
Oxydase - 6.5%:+ -/ spp.
mobilité -
A8 Catalase -, | pH 4.4/ NaCl | Mannitol +/- Pediococcus
Oxydase - 6.5%:+ -/ ou
mobilité - Enterococcus
M1 Catalase -, | pH 4.4/ NaCl | Mannitol +/- Enterococcus
Oxydase - 6.5%:+ +/ faecium
mobilité +
P3 Catalase -, | pH 4.4/ NaCl | Mannitol +/- Lactobacillus
Oxydase - 6.5%:+ +/ plantarum ou
mobilité + Weissella

6. Résultats de I’activité antibactérienne :

L’¢évaluation du pouvoir antibactérien des isolats lactiques a été étudié vis-a-vis de deux souches
cliniques, a savoir Escherichia coli et Staphylococcus aureus. L’inhibition se traduit par la formation
de zones claires autour des souches ensemencées par spot. Les diametres des zones d’inhibitions (Z1)

sont représentes dans (le tableau 15) et (la figure 26).
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Tableau 16 : Les diamétres des zones d’inhibition des souches lactiques vis-a-vis des souches

pathogénes.
Souche |A1 (A4 |A5 |A6 |A7 |A9 |P1 |P2 |P3 |P4
lactique
Souche cible
E. coli 25 13 / 20 15 55 |/ 25 |30 |30
mm | mm mm | mm | mm mm | mm | mm
Klebseilla 5 8 10 15 25 19 |9 6 7 9
mm |mm |mm |[mm |[mm |[mm |[mm |mm | mm | mm
S. aureus 10 5 / 8 9mm |/ 7 / 3 6
mm | mm mm mm mm | mm

Figure 26 : la zone d’inhibition d’E.coli par la souche A9 (Prise personnelle).
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L’¢étude menée sur les bactéries lactiques isolées a partir de différents miels algériens (miel amer,
miel de montagne, miel d’orange et propolis) a permis de mettre en évidence une biodiversité
microbienne remarquable, souvent négligée dans les travaux classiques. Les résultats obtenus a
travers une série d’analyses phénotypiques, physiologiques, biochimiques et technologiques ont
révélé ’existence de souches présentant des caractéristiques intéressantes a plusieurs niveaux. La
majorité des isolats ont demontré une croissance optimale a 30°C et 37°C, une bonne résistance a des
pH élevés (jusqu’a 9,6), a des concentrations salines importantes (jusqu’a 6,5 % NaCl), ainsi qu’une
capacité¢ d’adaptation a des stress thermiques modérés (60°C). Ces propriétés physiologiques
traduisent une robustesse métabolique qui confere a ces bactéries un avantage compétitif dans des
environnements hostiles, mais aussi une aptitude a étre intégrées dans des procédés industriels,

notamment dans la fermentation contrélée de produits alimentaires.

Sur le plan biochimique, I’ensemble des souches testées étaient catalase- et oxydase-négatives, critére
fondamental dans la classification des bactéries lactiques. De plus,la majorité des isolats ont révélé
une capacité a fermenter le mannitol, témoignant de leur potentiel métabolique et de leur aptitude a
métaboliser certains sucres complexes. D’un point de vue technologique, plusieurs souches ont
affiché une activité protéolytique mesurable, traduite par des halos clairs sur milieux enrichis, ce qui
laisse envisager leur intégration dans des produits laitiers fermentés pour améliorer la digestibilité et
la qualité nutritionnelle. L’aspect organoleptique n’est pas en reste, puisque certaines souches ont
également démontré un pouvoir aromatisant par la production d’acétoine, molécule clef dans 1I’ardme
typique des produits fermentés.

Suite a ’analyse de tous ces caracteres, I’identification des souches nous a mené a mettre en évidence
7 souches lactiques A2,A3, A5 (miel amer) et P3 représente le genre Lactobacillus (P3 Lactobacillus
plantarum) ; A6 Leuconostoc sp. ; A8 le genre Pediococcus.

Ce résultat prouve gue le miel reste un excellent réservoir pour les bactéries lactiques.

L’un des résultats les plus significatifs de ce travail réside dans la mise en évidence d’une activité
antimicrobienne prononcée chez certaines souches contre des agents pathogenes tels que Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, ou encore Klebsiella pneumoniae. Ces propriétés antibactériennes,
couplées a la résistance aux conditions physiologiques extrémes, positionnent ces bactéries comme
des candidates prometteuses dans la conception de bioconservateurs naturels, ou de probiotiques a

usage thérapeutique ou préventif.

Toutefois, bien que les résultats soient encourageants, plusieurs pistes restent a explorer afin de
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confirmer I’exploitation potentielle de ces souches a plus grande échelle. Il serait primordial de
procéder a une caractérisation moléculaire avancée, notamment via le séquengage du gene

16S rRNA, pour déterminer avec exactitude I’identité¢ taxonomique des isolats et identifier
d’éventuelles espéces nouvelles. De plus, une évaluation fonctionnelle in vitro et in vivo s’impose
pour valider leurs effets bénéfiques sur le microbiote intestinal, leur stabilité dans le tractus digestif,
ainsi que leur sécurité¢ d’utilisation. L'intégration de ces souches dans des produits alimentaires
expérimentaux (yaourts, boissons fermentées, fromages) permettrait également d’en évaluer la

performance technologique dans des conditions proches de la réalité industrielle.

Enfin, la mise en place d’une plateforme de valorisation des souches locales, en collaboration avec
les secteurs de I’agroalimentaire et de la santé, pourrait représenter une avancée majeure dans
I’exploitation durable de la biodiversité microbienne algérienne. Ce travail constitue donc une base
solide, mais non exhaustive, ouvrant la voie a des recherches appliquées, innovantes et porteuses de

retombées socio-économiques et scientifiques a 1’échelle nationale et internationale.
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