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Introduction

Introduction

Les laits fermentés sont des produits laitiers transformés par une fermentation
essentiellement lactique qui aboutit a ’acidification et la gélification du lait (Tamine et

Robinson, 1985).

La production des laits fermentés représente une technologie complexe, qui fait
intervenir différents facteurs : en premier lieu, des facteurs biologiques, associés a la mise
en ceuvre d’'une matiére premiére d’origine vivante, le lait et 4 sa transformation par des
micro-organismes, les bactéries lactiques ; en second lieu des facteurs d’ordre
technologiques, liés a la mise en ceuvre de différentes opérations unitaires. Cette complexité
permet des combinaisons trés diverses, ce qui aboutit a I’élaboration de produits trés variés.
Les contraintes de qualité, a la fois hygiénique, organoleptique et nutritionnelle, doivent, en

outre, impérativement &tre prises en compte (Sodini et Béal, 2008).

Le yaourt est le plus connu des laits fermentés. produit obtenus grice a I’action de
bactéries lactiques, dont Streptococcus thermophilus, et d’autres bactéries appartenant trés
majoritairement aux genres Lactobacillus et dans lesquels les bactéries demeurent vivantes
et nombreuses pendant la durée de la vie du produit, qui doit donc étre conservé au froid

(Pierre et al., 2011).

Il reste trés prisé en raison de son image en tant qu’aliment fermenté «moderney,
résultant de ses propriétés nutritionnelles attractives et de sa diversification croissante,

associée a I’industrialisation de sa fabrication (Corrieu et Béal, 2016).

Notre étude consiste & comparer entre deux types de yaourt obtenus a partir de deux

souches isolées localement et lyophilisées.
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Premiére partie Synthése bibliographique

1. Lait
1.1. Définition

Le lait est le produit intégral de la traite totale ininterrompue d’une femelle laitiére bien
portante, bien nourrie et non surmenée. Il doit étre recueilli proprement et ne pas contenir de
colostrum (Debry, 2001).

1.2. Composition du lait

Le lait est un substrat trés riche fournissant 2 I‘homme, et aux jeunes mammiféres un aliment
presque complet (Larpent et Bourgeois, 1995).

Le tableau 01 présente la composition moyenne du lait de vache.

Tableau 01 : Composition moyenne du lait de vache (Vignola, 2002).

Constituants Quantité (g/l)
Eau 875
Glucides 46
Matiere grasse 37
Protéine 32
Sels minéraux 8
Constituants mineurs Traces

2. Yaourt
2.1. Définition

La dénomination yaourt ou yoghurt est réservée au lait fermenté obtenu, selon les usages
loyaux et constants, par le développement des seules bactéries lactiques, Streptococcus
salivarius subsp thermophilus et Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, qui doivent
étre ensemencées simultanément et se trouvent vivantes dans le produit 4 raison d’au moins
107 bactéries.g™. La quantité d’acide lactique libre ne doit pas étre inférieure 3 0,7g.100g™

lors de la vente au consommateur (Romain et al., 2008).
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Premiére partie Synthése bibliographique

2.2. Types de yaourt
Selon Fredot (2005), les yaourts sont classés selon :
2.2.1. Teneur en matiéres grasses

On trouve les yaourts maigres obtenus a partir d’un lait qui contient une teneur en
maticre grasse inferieures a 1%, les yaourts ordinaires nature ou le lait utilisé 3 une teneur en
matiére grasse est au minimum de 1 % et les yaourts au lait entier ou la matiére grasse est égale

43,5 %.
2.2.2. Goiit
Les yaourts classés selon leur gofit sont :
> les yaourts nature : ils ne subissent aucune addition.
> les yaourts sucrés : ils sont additionnés de sucre.

> les yaourts aux fruits, au miel, a la confiture : ils subissent une addition inférieure a

30 % de ces différents produits.

> les yaourts aromatisés : ils contiennent des ardmes naturels renforcés par un produit

de synthése.
2.2.3. Texture
Selon Alpes (2011), les différents types de yaourt classés en fonction de la texture sont :

> Les yaourts fermes : dont la fermentation a lieu en pots, ce sont généralement des
yaourts natures ou aromatisés (Pacikora, 2004), les pots sont maintenus dans une
enceinte a2 40-50°C puis refroidis 4 4 °C (Mohtadji-Lamballais, 1989).

> Les yaourts brassés : dont la fermentation a lieu en cuves avant le conditionnement ce

sont généralement des yaourts brassés nature ou aux fruits (Pacikora, 2004).

> Le yaourt a boire : sa texture liquide et mousseuse a été obtenue en battant le yaourt

avant de le mettre en flacons (Alpes, 2011).
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Premiere partie Synthese bibliographique

2.3. Composition de yaourt

La Composition nutritionnelle de différents types de yaourts pour 100 g de produit est
donnée dans le tableau 02.

Tableau 02 : Composition nutritionnelle de différents types de yaourt (Anses, 2008)

Types de yaourt Energie Eau Protéines | Glucides | Lipides
(Kcal) @ (9] @ (@
Yaourt nature au lait entier
70.6 86.5 3.8 5 3.6
Yaourt nature au lait
47.7 88.2 4 4.8 1.02
partiellement écrémé
Yaourt nature 0% au lait
42 88.6 4.4 5.1 0.07
Ecrémé
Yaourt aromatise sucre au lait
84.8 81.1 3.1 14.2 1.4
demi-écrémé
Yaourt aux fruits sucre au lait
) 91.8 77.6 3.2 15.2 1.69
demi-écrémé

2.4. Bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des cocci ou des batonnets, gram positif, anaérobies mais
généralement aerotolérants, capables de fermenter le carbohydrate en énergie (Parada et al.,
2007).ce sont des hétérotrophes et des chimioorganotrophes, immaobiles, asporulées et ont des
exigences nutritionnelles complexes pour les acides aminés, les sels, les acides gras, les peptides
et les glucides fermentescibles (Dellaglio et al., 1994) . On désigne sous le nom de bactéries
lactiques, celles dont la fermentation des sucres est faite par deux voies

métaboliques homolactique et hétérolactique (Dunand, 1991 ; Yann, 2003).
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Premiére partie Synthese bibliographique

2.4.1. Caractéristiques des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques utilisées dans la fabrication du yaourt sont :

2.4.1.1. Streptococcus salivarius subsp thermophilus

Streptococcus salivarius subsp thermophilus est largement utilisé dans la production des
produits lactés et fromages (Portello, 2012). C'est une Cocci, Gram positif, anaérobie
facultative, non mobile. On la trouve dans le lait fermenté et les fromages, thermorésistante
sensible au bleu de méthyléne (0.1%) et aux antibiotiques. Elle est isolée exclusivement du lait
et du produit laitiers sous forme de coques disposés en chaine de langueurs variable ou par
paires. Sa température optimale de croissance varie entre 40 et 50°C. Son métabolisme est du
type homo fermentaire.
Le role principal de St. thermophilus est 1a fermentation du lactose du lait en acide lactique. En
plus de son pouvoir acidifiant, elle est responsable de la texture dans les laits fermentés. Cette
bactérie augmente la viscosit¢ du lait par production de polysaccharides (composés de

galactose, glucose, ainsi que de petites quantités de rhamnose, arabinose et mannose)

(Bergamaier, 2002).

2.4.1.2. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus est une bactérie lactique largement utilisée
en industrie alimentaire. C’est un bacille Gram positif, immobile, sporulé, micro-aérophile. Il
est isolé sous forme de batonnes ou de chainettes. Il posséde un métabolisme strictement
fermentaire avec production exclusive d’acide lactique comme principal produit final a partir
des hexoses de sucre. Il est incapable de ferment€ les pentoses.
Lactobacillus bulgaricus est une bactérie thermophile, trés exigeante en calcium et en
magnésium, sa température optimale de croissance est d’environ de 45 4 50°C en acidifiant
fortement le lait jusqu’a 1.8 % (pH voisin 4.5) (FAQ, 1995).
Cette bactérie a un rdle essentiel dans le développement des qualités organoleptiques et

hygiéniques du yaourt (Martty-Teysset et al., 2000).
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Premiére partie Syntheése bibliographique

Figure 01 : Aspect microscopique de Figure 02 : Aspect microscopique de
Lactobacillus bulgaricus (Corrieu et Streptococcus thermophilus (Durso et
Luquet, 2008). Huktins, 2003).

2.4.2. Classification des bactéries lactiques
La classification des bactéries lactiques est présentée dans le tableau 03.

Tableau 03 : Classification des bactéries lactiques du yaourt (Devo et al., 2009).

Lactobacillus delbrueckii subsp. Streptococcus salivarius subsp.
bulgaricus thermophillus

Régne: Bacteria Régne: Bacteria

Division: Firmicutes Division: Firmicutes

Classe: Bacilli Classe: Coccus

Ordre: Lactobacillales Ordre: Lactobacillales

Famille: Lactobacillaceae Famille: Streptococcaceae

Genre: Lactobacillus Genre: Streptococcus

Espéce: Lactobacillus delbrueckii Espéce: Streptococcus thermophillus
Sous-espéce:  Lactobacillus  delbrueckii | Sous-espéce:  Streptococcus  salivarius
subsp. bulgaricus subsp. thermophillus
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Chapitre I
Materiel et méthodes



Chapitre 1 Matériel et méthodes

1. Objectifs
Les objectifs de notre travail visent a :

e Isoler et ré-identifier les bactéries lactiques (Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus bulgaricus) ;

e Fabriquer un yaourt ferme a partir des souches lyophilisées et isolées a partir d’un
yaourt ;

e Suivi la cinétique des paramétres physicochimiques et croissance bactérienne de la
fabrication de yaourt ;

e Comparer entre les deux types de yaourt obtenus a partir des souches isolées localement

et lyophilisées.

2. Lieu et période de I’étude

Notre travail s’est déroulé dans le Laboratoire de microbiologie de la Faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie et le Laboratoire de recherche : Hygiéne et pathologie animale
"ex ITMA" de ’'UNIVERSITE IBN KHALDOUN TIARET pendant une période allant de 10
Février 2019 au 18 Avril 2019.

3. Matériel et méthodes

3.1. Matériel

3.1.1. Matériel biologique utilisé
% Souches
Streptococcus thermophilus | Lactobacillus bulgaricus lyophilisées et isolées a partir d’un
yaourt.
% Lait
e Lait entier en poudre de marque Candia a 26% de matiére grasse provient de commerce.
e Lait écrémé a 0% de matiére grasse provient de OROLAIT.

Le matériel utilis€ dans notre expérimentation est donné dans les tableaux 4 et 5.
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Chapitre 1

Matériel et méthodes

Tableau 04 : Appareillages et verreries

Appareillages

Verreries

-Agitateur a plaque chauffante (STUART)

-Autoclave

-Balance analytique (KERN 440-45N)

-Bain marie (MEMMERT)

-Incubateur de 45-65°C (MEMMERT)

-Microscope optique ordinaire (BENTLEY : LAB SCOPE 200)
-pH meétre (HANNA)

-Réfrigérateur (IRIS)

-Spectrophotométre UV-V (BIOCHROM LIBRA S6)

-Vortex (TECHNOKARTELL)

-Béchers (10, 200, 250 et
500ml)

-Burette graduée (10ml)
-Cloches du Durham
-Eprouvette (10 et 100ml)
-Flacons en verre

- Lames

-Pipette graduée (1 et 2ml)

-Tubes a essai

Tableau 05 : Réactifs, solutions et autres.

Réactifs et solutions

Autres matériels

-Alcool (Ethanol 95%)

- Carbonate de Calcium (CaCo3)

-Eau distillée

-Eau minérale de marque SAIDA

-Eau oxygénée (H202)

-Fuchsine

-Lugol

-Phénolphtaléine

-Solution d’hydroxyde de Sodium (NaOH 0,1 N)

-Violet de gentiane

-Anse de platine

-Bac de coloration
-Boites de pétri
-Micropipette (10pl)
-Pince en bois et en métal
-Pissette

-Portoir

-Seringue
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Milieux de cultures

= MRS modifi€é : utilisé pour la recherche et le dénombrement de Lactobacillus bulgaricus

(Annexe 01).

= MI17 : utilisé pour la recherche et le dénombrement de Strepfococcus thermophilus

(Annexe 01).

3.2. Méthodes

3.2.1. Protocole expérimental

Les principales étapes de notre partie expérimentale sont résumées dans la figure 03.
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Lait en poudre
(Candia)

{

Lait reconstitué
a 150g/1

Isolement et ré-identification des
bactéries lactiques
(Streptococcus [Lactobacillus)

I
v v

i

A partir des souches A partir du yaourt
lyophilisées nature

Pasteurisation a
92°C/5min

b

Refroidissement
jusqu’a 45°C

b

Fabrication du
yaourt

!

480ml du lait plus
10ml de
Streptococcus et |
10ml de
Lactobacillus.

l

Incubation

45°C/3-5h

|

Cinétique des
parametres
physicochimiques et
microbiologiques de
fermentation chaque
30min

A 4

Refroidissement
4°C / 24H

!
-pH
eAcidité
*Densité optique
eLa croissance
bactérienne

!

Obtention d’un
yaourt ferme

I |
{

Activation des souches sur un milieu
MRS modifié et M17

b

Incubation 45°C /24 a4 48H

}

Purification : liquide —solide / solide
—liquide

¥

Ré-identification

|

- Coloration de Gram
- Test de catalase
- Type fermentaire

4

Lait écrémé 10g/100ml Standardisation
‘ selon I’échelle de
: Mc-Farland
Stérilisation a Standard 0.5
110°C/10 min

| |
{

Préparation de levain :
Iml de la culture (Streptococcus/Lactobacillus)
dans 9ml de lait écrémé pour les deux souches
locales et lyophilisées

y

Incubation jusqu’a coagulation

Figure 03 : Protocole expérimental
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3.2.2. Isolement et purification des souches

Aprés avoir mélangé soigneusement le contenu du pot de yaourt nature, 1ml de

I’échantillon a été prélevé aseptiquement, et introduit dans un tube a essai stérile préalablement
contenant 9ml d’eau distillée stérile. L’homogénéisation a été réalisée a ’aide d’un vortex donc
on obtient ainsi la dilution au 10™
Iml de la dilution 10™ est prélevé aseptiquement a I’aide d’une pipette graduée stérile et
introduit dans un autre tube a essai contenant 9 ml d’eau distillée stérile.
Chaque dilution 107/107 est agitée pendant 10 secondes a I’aide d’un Vortex, a partir de ces
dilutions, des boites de Pétri contenant de la gélose M17 et MRS modifié sont ensemencées en
stries et en profondeur par les souches prélevés, I’incubation des boites se fait & 45°C pendant
24 a 72h. Une colonie est bien distincte a été prélevé aseptiquement et ensemencée dans le
bouillon M17 et MRS qui sont incubés & 45°C pendant 24 & 72h. Plusieurs repiquages ont été
faits pour obtenir des souches pures (Boucherfa, 2012).

Pour les souches lyophilisées, nous avons incorporé les ferments lactiques a raison de
deux grains de la souche mixte dans des tubes a essais stériles contenant 9ml d’eau distillée
stérile et on obtient la dilution 107, puis nous avons suivi les mémes étapes citées

précédemment.

3.2.3. Ré-identification des souches

Les isolats sont ré-identifiés par les tests morphologiques et physicochimiques.
3.2.3.1. Coloration de Gram

Elle permet de différencier les bactéries & Gram + de celle 2 Gram -, et de nous
renseigner sur leur formes et le mode de leur association.
pour chacune des lames dont les souches sont fixées, quelques gouttes de violet de gentiane a
€té déposees et laissé agir pendant 1 min. Apreés ringage avec de I’eau de robinet, du lugol est
redéposé pendant 1min pour le mordangage. Ensuite, la décoloration a ét€ faite par ’alcool 2
95% pendant 10s puis un autre ringage est effectué. Enfin, un deuxiéme colorant fuschine de
Ziehl est déposé pendant 1min (Larpent, 1990).
Apres le dernier lavage et séchage des lames, I’observation a été réalisée au microscope

optique (x 100) avec I’utilisation de I’huile d’immersion.
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3.2.3.2. Test de catalase

La catalase permet la dégradation de ’eau oxygénée qui résulte de I’oxydation, par
I’oxygene de I’air, des protons issus des voies d’oxydation directe.
Elle est mise en évidence par contact de la culture avec une solution fraiche d’eau oxygénée a
10 volumes.
Une goutte d’eau oxygénée est placée sur une lame et un peu de culture en milieu solide y est
répartie.
Un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse ou de bulles traduit la décomposition
de I’eau oxygénée sous I’action de la catalase (Guiraud, 1998), comme le montre la réaction

suivante :

H>0: > H0+%0;

3.2.3.3. Test de métabolisme fermentaire
Ce test se traduit par un dégagement de CO: caractéristique des espéces hétéro

fermentaire (Coppola et al., 1997).

Des tubes ont été remplis par 10ml de bouillon de MRS pour Lactobacillus et 10ml de bouillon
de M17 pour Streptococcus avec une cloche de Durham introduite au fond des tubes.
Par la suite, les tubes ont été inoculés par les souches appropriés et incubés a 45°C pendant 24

a 72 h. La présence ou I’absence du gaz dans Ia cloche indique le type fermentaire.

3.2.4. Préparation de levain
3.2.4.1. Ferments Lactiques
Un ferment lactique est une préparation comprenant un grand nombre de

microorganismes (une seule espéce ou plusieurs), qui est ajouté au lait pour produire un aliment

fermenté en accélérant et en orientant son processus de fermentation (Yildiz, 2010).
3.2.4.2. Préparation de lait écrémé
Nous avons mélangé 10g de lait écrémé en poudre dans 100ml d’eau distillée stérile,

nous agiteons bien pour I’homogénéisation et stériliser & 110°C pendant 10min.
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3.2.4.3. Standardisation

Au cours de la fabrication du yaourt, il est nécessaire de standardiser les ferments
lactiques pour atteindre les exigences normatives et qualitatives du produit fini, et pour ce sens
nous avons choisi échelle 0,5 Mc-Farland.
Apreés avoir préparé le lait écrémé et standardisé les ferments lactiques, on a prélevé 1ml de la
culture bactérienne (Streptococcus/Lactobacillus) et mettez dans un tube stérile contenant 9ml
de lait écrémé et incubé a 45°C jusqu’a la coagulation.
3.2.5. Fabrication du yaourt

Les procédés de fabrication des yaourts et des laits fermentés se caractérisent par trois
grandes étapes : la préparation du lait, la fermentation et les traitements post fermentaires du
produit (Béal et Sodini, 2003).
3.2.5.1. Préparation du lait

3.2.5.1.1. Enrichissement en matiére séche

La teneur en matiére séche du lait mis en ceuvre dans la fabrication du yaourt est un
facteur important, car elle conditionne la viscosité et la consistance du produit (Romain et al.,
2008).
Pour le lait, nous avons mélangés 72g du lait en poudre de la marque commercialisée Candia
dans 480ml d’eau minérale, et agité jusqu’a ’homogénéisation ; pour éviter la remontée des
maticres grasses pendant la fermentation, et aussi pour augmenter la viscosité du yaourt et de
réduire le phénomeéne d’exsudation de sérum (ou synérése) pendant le stockage du yaourt
ferme (Beal et Sodini, 2003 ; Luquet et Corrieu, 2005).
3.2.5.2. Traitement thermique

Le lait homogénéisé est traité a une température de 92°C pendant Smin puis le laissé
refroidir jusqu’a 45°C.
3.2.5.3. Fermentation

L’ensemencement est effectué avec 10ml de la souche Streprococcus thermophilus et
10ml de Lactobacillus bulgaricus que ce soit isolées localement ou lyophilisées dans 480ml
du lait.
Aprés ’ensemencement, le mélange (480ml du lait reconstitué + 20ml des souches prélevées)
a été divisé en deux :
Une quantité de 250ml destinée pour la cinétique des paramétres physicochimiques et

croissance bactérienne, et le reste pour la fabrication du yaourt.
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3.2.5.4. Etuvage

L’incubation a été réalisée dans un bain marie réglé€ a une température de 45°C durant

3 a5h.
3.2.5.5. Arrét de fermentation

La fermentation a été stoppée par refroidissement dans un refégirateur a 4°C /24h.

Toutes ces étapes sont données par I’organigramme illustré dans la Figure 04.

Préparation du lait
Enrichissement en matiére séche
Homogeénéisation
Traitement thermique & 92°C/5min
Refroidissement a 45°C
Ensemencement (Streptococcus thermophilus | Lactobacillus bulgaricus)

Fermentation lactique

Etuvage 4 45°C/3 a 5h

Cinétique des parameétres Arrét de fermentation a 4°C/24h

physicochimiques et croissance _
bactérienne de fermentation chaque Obtention d’un yaourt ferme
30min

Figure 04 : Organigramme de la fabrication du yaourt ferme (Loones, 1994)
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3.2.6. Cinétique des parameétres de coagulation
La cinétique des parametres physico-chimiques et croissance bactérienne a été réalisée

chaque 30 min pour les deux types de yaourt fabriqués.
3.2.6.1. Cinétique des paramétres physicochimiques

C’est un ensemble de tests ayants pour but I’évaluation des caractéristiques

nutritionnelles et organoleptiques d’un produit.
a)- pH
< Principe

Le pH est un facteur chimique important pour la croissance des bactéries lactiques. Il
intervient sur la disponibilité¢ en nutriments du milieu, sur la perméabilité de la membrane
cellulaire et sur les vitesses d’activité enzymatique. Lors de la production de yaourt il n’est pas
contrdlé et représente donc un facteur majeur de ralentissement du métabolisme bactérien (Béal

et Sodini, 2003).
% Mode opératoire

Apres avoir étalonné le pH métre avec les solutions tampons (pH 7 et pH 4), I’ électrode
du pH métre est plongé dans la solution & analyser (yaourt). La valeur du pH est obtenue par

simple lecture sur I’écran du pH-métre (Annexe 03).
b)-Acidité titrable

% Principe
L’acidité titrable est la quantité de I’acide lactique contenue dans un litre du lait et
dite aussi acidité Dornic, exprimé en degré Dornic (°D) (Guiraud et Rose, 2004).
Il se base sur le titrage de I’acidité par I’hydroxyde de sodium (0.1 N) en présence du

Phénolphtaléine comme indicateur de couleur.

15



Chapitre 1 Matériel et méthodes

< Mode opératoire
Apres avoir homogénéisé le yaourt a I’aide d’un vortex, un volume de 10ml est versé
dans une fiole jaugée a I’aide d’une seringue, aprés 3 a 4 gouttes de la phénolphtaléine sont
ajoutés, puis le titrage est réalisé avec la solution de NaOH jusqu’au virage a la couleur rose
pale persistante.
Expression des résultats
L’acidité est exprimée en degrés Dornic °D, sachant que : 1°D=0,1g d’acide lactique

dans un litre de lait.

Acidité = volume de soude en ml X 10

3.2.6.2. Cinétique de la croissance bactérienne

Il s’agit de dénombrer la flore lactique qui est constituée de deux espéces,
St. thermophilus et Lb. bulgaricus dans des yaourts au cours du temps.
3.2.6.3. Dénombrement de la flore lactique

Préparation de 1’échantillon et des dilutions

3.2.6.3.1. Préparation de la solution mére

Apreés avoir mélangé soigneusement le contenu du tube de yaourt, Iml de I’échantillon a été
prélevé aseptiquement, et introduit dans un tube stérile préalablement contenant 9ml d’eau

distillée stérile. L’homogénéisation a été réalisée manuellement. On obtient ainsi la dilution au
1/10.

3.2.6.3.2. Préparation des dilutions décimales

Un millilitre de la dilution 1/10 est prélevé aseptiquement a ’aide d’une pipette
graduée stérile et introduit dans un tube a essai contenant 9 ml d’eau distillée stérile, cette
opération est poursuivie jusqu’a la dilution 10
Chaque dilution est agitée pendant 10 secondes a I’aide d’un Vortex.
A partir de la dilution 107" effectuée, on a prélevé 1ml et introduit dans un tube stérile
contenant 9ml d’eau distillée stérile, et on obtient ainsi la dilution 107" , cette opération est
poursuivie jusqu’a la dilution 10-*.
3.2 .6.3.3.Dénombrement par technique de micro-spots

C’est une technique permettant de quantifier a I’ceil nu le nombre d’unité bactérienne

formant colonies (UFC).
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Un volume de 10 pl de chaque dilution bactérienne (micro-spot) est déposé sur une surface de
gélose MRS déja gélifiée. Chaque spot est reproduit quatre fois, aprés séchage des micro-
spots, la boite de pétri est ensuite retournée puis incubée a I’étuve a 45°C durant une nuit.

Les micro-spots contenant 3 a 60 bactéries sont dénombrés (Bulard, 2012).

Expression des résultats

D’apres Joffin et Leyral (2006), Les résultats sont exprimés selon la relation suivante :

>C
N= UFC/ml
(n1+0,1n2) d

N : Nombre total des cellules comptées dans les boites de Petrie (UFC/ml).
C : le nombre de colonies compétes par boite.

I ¢ le nombre de boites comptées dans la premiére dilution.

2 : le nombre de boites comptées dans la deuxiéme.

d : le facteur de dilution  partir duquel les premiers comptages ont ét€ obtenus.

3.2.6.3.4. Dénombrement par spectrophotométrie
< Principe
La spectrophotométrie est une méthode analytique quantitative qui consiste & mesurer
I’absorbance ou la densité optique d’une substance chimique donnée, généralement en
solution.
La densité optique des échantillons est déterminée par un spectrophotométre préalablement
étalonné sur la longueur d’onde d’absorption de la substance a étudier.
< Mode opératoire
Un volume des dilutions effectuées, doit étre versé aseptiquement dans une cuve et
plac€ dans un spectrophotomeétre réglé a une longueur d’onde 625 nm qui correspondent a

108 UFC/ml pour la mesure.
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3.2.7. Caractére sensoriel du yaourt
< Principe
L’analyse physicochimique d’un yaourt est bien évidement incontournable, mais elle
est tout a fait insuffisante pour refléter ce que percoit le consommateur sur le plan sensoriel.
Ce dernier est particulierement sensible a I’aspect, a la texture et au gofit. L’analyse
sensorielle a pour but de décrire les caractéristiques organoleptiques des produits selon des
critéres bien définis d’aspect, de texture, de saveur et d’ardmes (Luquet et corrieu, 2005).
% Mode opératoire
Aprés I’obtention du yaourt ferme, 30 personnes ont dégusté notre produit pour

apprécier la qualité du yaourt selon les critéres couleur, texture, aspect, goiit et odeur.
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1. Résultats et discussion
1.1. Isolement et ré-identification des souches
1.1.1. Caractérisation morphologiques

1.1.1.1. Caractérisation macroscopique

Les caractéristiques macroscopiques des souches lyophilisées et isolées a partir d’un

yaourt sont présentées dans les figures 5 et 6.

Photo 01 : Aspect macroscopique de Photo 02 : Aspect macroscopique
Streptococcus thermophilus isolées a de Streptococcus thermophilus
partir des souches lyophilisées isolée localement

Figure 05 : Caractérisation macroscopique des bactéries ensemencées sur
milieu M17 aprés 24h d’incubation & 45°C pour les deux souches
lyophilisées et isolées localement
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Photo 03 : Aspect macroscopique Photo 04 : Aspect macroscopique
de Lactobacillus bulgaricus isolées de Lactobacillus bulgaricus isolée
a partir des souches lyophilisées localement

Figure 06 : Caractérisation macroscopique des bactéries ensemencées sur
milieu MRS modifié aprés 48h d’incubation a 45°C pour les deux souches
lyophilisées et isolées localement

La caractérisation macroscopique sur milieu M17 et MRS liquide est illustrée dans la

figure 07

Photo 05 : Aspect macroscopique Photo 06 : Aspect macroscopique
de Streptococcus thermophilus sur de Lactobacillus bulgaricus sur
M17 MRS

Figure 07 : Caractérisation macroscopique des bactéries sur MRS et M17 aprés 24-h
d’incubation a 45°C
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D’aprés la figure 05, on constate une apparition de petites colonies, bien isolées, de

couleur blanchétre avec une forme lenticulaire sur milieu M17 aprés 24 h d’incubation a
45°C.

Des petites colonies de forme ronde, de couleur blanche, ont apparus sur milieux MRS
modifié solide a pH 5.3 aprés 48h d’incubation a 45°C (Figure 06).

L’ observation macroscopique présentée dans la figure 07 montre un trouble dans les
tubes, qui dii & une croissance bactérienne qui confirme I’aspect micro aérophile des

bactéries étudiées.

Nos résultats de I’étude macroscopique des bactéries sont conformes & ceux décrits par Joffin
et Leyral (1996).
1.1.1.2. Caractérisation microscopique

Coloration de Gram

La figure 08 illustre I’aspect microscopique des bactéries isolées.

Photo 07 : Aspect microscopique de Photo 08 : Aspect microscopique de
Lactobacillus bulgaricus (X100) Streptococcus thermophilus (X 100)

Figure 08 : Caractérisation microscopique des bactéries isolées
localement et lyophilisées sur milieu M17 et MRS modifiée aprés 24-
48h d’incubation a 45°C
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Les observations microscopiques montrent que les bactéries lactiques utilisées retiennent la

couleur violette, et permis aussi de déterminer la forme et le mode de regroupement :

- Selon la figure 08 on observe que 1’espece St. thermophilus ce sont des coques disposées en
paires et surtout en chaines par contre Lb. bulgaricus ce sont des bacilles courtes ou en

chainettes.

Les résultats obtenus de I’observation microscopique sont conformes aux travaux réalisés par
Badis et al., (2004).

1.1.2. Caractérisation biochimiques

1.1.2.1. Test de catalase

Le test de catalase réalisé pour les deux souches est présenté dans la figure 09

Figure 09 : Test de catalase des souches isolées localement et
lyophilisées

L’absence de bulles de gaz pour les deux souches signifie que ce sont des souches de catalase

négative.
1.1.2.2 Type fermentaire

La figure 10 montre le type fermentaire des bactéries utilisées
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Figure 10 : Type fermentaire des bactéries lactiques

On note I’absence de bulles de gaz au fond des cloches, qui confirme que les souches
utilisent la voie homo fermentaire dans leurs métabolismes.

Nos résultats sont comparables a ceux obtenus par Guessas et Kihal, (2004).

1.2. Cinétique des paramétres physicochimiques

1.2.1. pH et acidité

La variation de pH et I’acidité en fonction du temps de la fermentation du lait sous

I’action des souches Iyophilisées et isolées localement est résumée dans les figures 11 et 12.

7 80
6 ’mﬁ:\ 70
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Figurell : Evolution de pH et acidité en fonction du temps de la
fermentation du lait obtenus par [’action des souches lyophilisées
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Figure 12 : Evolution de pH et acidité en fonction du temps de la
fermentation du lait obtenus par I’action des souches isolées localement

D’aprés les courbes de I’acidité et du pH présentées dans les figures 11 et 12 :

Nous constatons que I’allure de la courbe de pH est décroissante par contre 1’allure de la courbe
d’acidité est croissante.

Le pouvoir acidifiant et le pouvoir de dégradation du lactose (pH) sont inversement
proportionnels, quand I’acidité augmente le taux du lactose diminue en fonction du temps.

Nous notons que la valeur de I’acidité a to est de 24°D pour les souches lyophilisées et
de 25°D pour les souches isolées localement, ces valeurs sont supérieures a celles données par
(Benayad et al., 2010) qui ont trouvés 16°D. L’acidité évolue avec la composition, une teneur
élevée en substances acides, protéines, anions phosphates, citrates, s’accompagne d’une
acidité élevée.

Par contre le pH présenté une valeur de 6,40 pour les souches lyophilisées et 6,38 pour
les souches isolées localement. Ces valeurs sont Iégérement inférieurs aux normes données
par (Driessen et al., 1982) dont le pH est avoisine de 6,6.

Au cours du temps, les valeurs du pH et d’acidité ont subi une augmentation jusqu’a
une valeur maximal 72°D et un pH de 4,38 au bout de 2h 30min.

Alors qu’ils était de 65°D et de pH 5,8 durant 5h d’incubation pour les souches isolées
localement (figure 12), 1’évolution lente de I’acidité en début de culture correspond a la

période d’adaptation des bactéries au nouvelles conditions de culture et d’utilisation de

24



Chapitre 11 Résultats et discussion

nutriments comme le confirme plusieurs auteurs ; notamment Alais, (1975) ; Deroissart,
(1986) et Béal et al., (1994).

Il s’avere alors que selon le temps, la production d’acidité par les différentes souches
est effectivement différente d’aprés Zourari et al., (1991).
Il est bien connu que I’association symbiotique de Streptococcus thermophilus et Lactobacillus

bulgaricus se traduit par un effet synergique notable sur ’activité acidifiante du milieu.

Le démarrage de la fermentation lactique est ainsi assuré par les Streprococcus
thermophilus qui utilisent comme facteurs de croissance les acides aminés et les peptides se
trouvant dans le milieu et libérés des caséines par I’hydrolyse partielle enzymatique des amino-
peptidase sécrété par les Lactobacillus bulgaricus. Durant cette premiére phase de la période
de fermentation, I’acide lactique produit, abaisse le pH du milieu jusqu’a 4.6 (Souches
lyophilisées) et 5,8 (Souches isolées localement) ou la croissance des Streptococcus
thermophilus est freiné. La fermentation est ensuite relayée par les Lactobacillus bulgaricus
qui utilisent comme facteurs de croissance le CO; et I’acide formique produit au préalable par

les Streptococcus thermophilus (Ebenzer et Vedamuthu, 1991).

1.3. Cinétique des paramétres microbiologiques
1.3.1 Densité optique et croissance bactérienne

La variation de la densité optique et croissance bactérienne en fonction du temps sous

I’action des souches lyophilisées et isolées localement est présentée dans les figures 13 et 14.

[
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Densité optique
o O O O

30 60 90 120 150 180
Temps / min

-10-3 (Souches lyophilisées) 10-3 (Souches isolées localement)

Figure 13 : Evolution de la DO en fonction du temps sous I’action des
souches lyophilisées et isolées localement
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1.4. Caractére sensoriel

La qualité organoleptique du yaourt obtenu a partir des souches isolées localement et

lyophilisées est illustrée sur le tableau 06.

Tableau 06 : La qualité organoleptique du yaourt pour les deux souches

% d’appréciation % d’appréciation
Sensations (Yaourt obtenu a partir (Yaourt obtenu a partir
Critére ressenties des souches lyophilisées) des souches isolées
localement)

Jaunétre 0% 0%
Jaune créme 0% 0%
SRR Créme claire 0% 0%

Blanchétre 100% 100%

Ferme 100% 100%
Visqueux 0% 0%
Texture Souple 0% 0%
Granulé 0% 0%
Sec 0% 0%

Aspect Hydratant 100% 100%

Bon 0% 100%
Trés bon 100% 0%
Acide 0% 0%

Goiit

Ameére 0% 0%
Rance 0% 0%
Salé 0% 0%

Lait 100% 100%
Odeur Beurre 0% 0%
Fromage 0% 0%
Le yaourt Trés bon Bon
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Apres I’obtention du yaourt ferme, 30 personnes ont dégusté notre produit pour apprécier

la qualité du yaourt selon les critéres cités dans le tableau 6, les résultats sont comme suit :

La totalité des dégustateurs (soit 100%) ont jugé que les yaourts obtenus sont de couleur

blanchatre, de texture ferme, un aspect hydratant avec une odeur du lait .

Cette analyse a montré qu’il y’a pas de différence entre les deux types de yaourts obtenus
sauf pour I’appréciation globale les dégustateurs ont jugé que le yaourt obtenu a partir des

souches lyophilisées est trés bon .
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Conclusion

Cette étude nous permis de contribuer aux travaux de recherches dans le domaine de
I’industrie laitieres et de renforcer 1’idée de pouvoir remplacer les ferments lyophilisées par

ceux isolées localement.

Notre étude a porté sur I’isolement de deux espéces Streptococcus thermophilus et

Lactobacillus bulgaricus a partir des souches lyophilisées et d’un yaourt ferme.

Les études microscopiques et macroscopiques ont montrées que les Streptocoques forment
des petites colonies bien isolées de couleur blanchétre avec une forme lenticulaire, alors que

les Lactobacilles sont des petites colonies de forme ronde de couleur blanche.

Les résultats de la ré-identification des souches indiquent que les bactéries isolées ont du

gram positif, catalase négative et de type homofermentaire.

Concernant le suivi de la cinétique du pH et d’acidité du lait fermenté par les souches
lyophilisées qui varie de 6,40 4 4,6 et 24 °D a 72°D , sont plus proches aux norme par rapport
au lait ferment€ par les souches isolées localement qui ont une valeur de 6,38 & 5,8 et de 25°D
a 65°D.

Les résultats trouvés ont permis de dire que le temps de coagulation du yaourt obtenu a
partir des souches lyophilisée est court par rapport a celui obtenu a partir des souches isolées

localement.

Les analyses sensorielles ont permis de comparer les deux types de yaourts obtenus et
d’apres les résultats obtenus nous pouvons conclure que la majorité des personnes interrogés
lors de I’évaluation sensorielle, estiment que le yaourt obtenu par I’ utilisation des souches

lyophilisées est trés bon.

Cette recherche nous a permis de penser a des perspectives telles que I’utilisation d’autre
marque de yaourt nature afin d’isoler les bactéries lactiques, concentration des souches isolées
localement pour faire une comparaison avec ceux lyophilisées et la fabrication d’autres types

de yaourts (brassé, aromatisé, fruité...).
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Annexe 01

Composition des différents milieux de culture utilisés

P> Gélose M17

Sodium glycérophosphate 19g
Soy Peptone 05g
Beef Extract 05g
Lactose 05g
MeatPeptone 2.5g
CaseinPeptone 2.5¢g
Yeast Extract 2.5g
Ascorbic Acid 0.5¢
Magnesium Sulfate 0.25g
Bactenological agar 12.75¢g

P Gélose MRS

Dextrose 20g
Bacteriological Peptone 10g
Beef Extract 4g
Dipotassium Phosphate 2g
Ammonium Citrate 2g
Tween 80 g
Magnesium Sulfate 0.2g

Manganese Sulfate 0.05¢g

Bacteriological Agar Ig



P> Bouillon M17
Disodium Glycerophosphate
Tryptone

Soy Pepetone

Beef Extract

Yeast Extract

Ascorbic Acid
Magnesium Sulfate

P> Bouillon MRS
Dextrose
Bacteriological peptone
Beef extract

Sodium acetate

Yeast extract
Dipotassium phosphate
Magnesium sulfate

Manganese sulfate

0.25g



Annexe 02

Préparation des milieux utilisés dans I’isolement

P> Gélose MRS modifié

Eau distillée 300 ml
Milieu MRS 18.6¢g
CaCo3 13¢g

P Gélose M17

Eau distillée 300 ml
Milieu M17 16.5¢g

P> Bouillon MRS modifié

Eau distillée 120 ml
Milieu MRS 6.27¢

P> Bouillon M17

Eau distillée 100 ml
Milieu M17 37¢g



Annexe 03

ANSEN

HANSEN

Photo 02 : pH-métre



Photo 04 : yaourt obtenu



1-souches lyophilisées

Annexe 04

Variation du pH et de I’acidité Dornic en fonction du temps des deux
souches

To0=0 min T1=30min T2=60min T'3=90min T4=120min T5=150min T 6=180min
pH 6.4 6.27 6.1 5.85 5.17 4.83 4.6
Acidité 2.4 2.6 3.1 42 5.7 7.2 10
2-souches isolées localement
To=0min | T1=30min | T2=60min | T3=90min | T4=120min | T5=150min | Té=180min | T7=210min | T8=240min | T9=270min
pH 6.38 6.3 6.27 6.2 6.1 6.03 5.95 5.9 5.85 5.8
Acidité | 2.5 2.8 3.1 3.4 3.5 4.5 5.4 5.8 6 6.5
Variation de la densité optique en fonction du temps des deux souches :
1-souche lyophilisée
T 1=30min T2=60min T3=96min Ta=120 T'5-150min T6=180min
107 1.521 1.757 1.958 2.5 2.474 2.6
103 0.231 0.23 0.361 0.962 0.812 0.613
10 0.055 0.016 0.028 0.0265 0.292 0.127
2- souches isolées localement
T 1=30min T2=60min T3=90min T4=120min T'5=150min Te=180
107 1.595 2.245 1.899 2.200 2.270 2.366
103 0.340 0.366 0.286 0.264 0.311 0.884
10 0.119 0.037 0.05 0.012 0.007 0.122




Fiche de dégustation

Annexe 05

Critére

Sensations

ressenties

% d’appréciation
(Yaourt obtenu & partir

des souches lyophilisées)

% d’appréciation
(Yaourt obtenu a partir
des souches isolées

localement)

Couleur

Jaunétre

Jaune créme

Créme claire

Blanchatre

Texture

Ferme

Visqueux

Souple

Granulé

Aspect

Sec

Hydratant

Goiit

Bon

Tres bon

Acide

Amere

Rance

Salé

Odeur

Lait

Beurre

Fromage

Le yaourt




Résumé

Ce travail vise 2 comparer entre deux types de yaourt obtenu a partir des souches
isolées localement et lyophilisées.

Les souches ont €té isolées et purifiées & partir d’un pot de yaourt nature de la marque
SOUMMAM et & partir de deux grains de souches Iyophilisées mixtes .Les isolats sont ré-
identifiés par les tests morphologiques et physicochimiques.

La préparation de levain & été faite par P’ajout des ferments lactiques dans le lait
écrémé. '

Les procédés de la fabrication des yaourts et des laits fermentés se caractérisent par
trois grandes étapes : la préparation du lait, la fermentation et les traitements post fermentaires
du produit.

L’isolement et la ré-identification de deux souches confirment que les bactéries sont
des cocci ou des batonnets, & gram positive, catalase négative et utilisent la voie homo
fermentaire dans leurs métabolismes.

Le suivi des paramétres physicochimiques a montrés que le pH diminue de 6 ,40
Jjusqu’a 4,38 et I’acidité augmente de 24°D jusqu’a 72°D pour les souches lyophilisées et 6,38
jusqu’a 5,8 et de 25°D jusqu’a 65°D pour les souches isolées localement.

Les résultats de la qualité sensorielle montrent que les deux types de yaourt obtenu
sont estimés par les dégustateurs.

Mots clés : cinétique, ferments lactiques (Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus
thermophilus), isolement, yaourt, lyophilisation.
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