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Résume

L’objectif de 1’¢tude est d’évaluer la qualit¢ physico-
chimique, bactériologique, et les charges en levains thermophiles
pour 12 échantillons de yaourt industriel, collecté dans le marché de
la wilaya de Bordj Bou Arreridj:

Sur 07 tests physico-chimiques et les dénombrements de 09
groupes microbiens.

Les résultats était respectivement : pH : (4,30- 5,30), acidite
(85- 252), conductivité,(5,2-7,35), la viscosité (9,75- 13,50),
densité (5,70- 1,25), I’azote totale (5,24- 3,22) et les protéines
(31,67-19,5).

Les analyses microbiologiques ont montré que I’ensemble des
echantillons étaient conforme aux normes nationales

Les especes Streptococcus spp prédominent 1’ensemble des
echantillons.

La realisation des interactions d’antagonisme, ont donné des
zones inhibitrices (ZI: en mm), oscillant entre (06 mm-19 mm),
contre des souches cibles a Gram positif, entre (05- 10) mm contre
celles a Gram négatif et entre (06 mm et 09 mm) pour les
interactions contre les eucaryotes (Candida albicans).

Conclusion : 1’étude a montré la conformité de I’ensemble de
nos échantillons aux normes physico-chimiques et bacteriologiques
requises, avec une prédominance casi-totale des especes
Streptococcus Spp.

Cependant, ’antagonisme des levains thermophiles vis a vis
des souches eucaryotes et procaryotes confirment leur profil
probiotique.

Mots clés:Yaourt, Microbiologique, Physico-Chimique,
Dénombrement, Antagonisme.



Abstract:

The objective of the study is to evaluate the physicochemical,
bacteriological and thermophilic leavening loads for 12 samples of
industrial yogurt collected in the market of the wilaya of Bordj Bou
Arreridj:

Out of 07 physico-chemical tests and counts of 09 microbial groups.

The results were respectively: pH: (4,30-5,30), acidity (85-
252), conductivity, (5,2-7,35), viscosity (9,75-1,3,50), density 5.70-
1.25), total nitrogen (5.24-3.22) and proteins (31.67-19.5).
Microbiological analyzes showed that all samples were in
compliance with national standards
Streptococcus spp species predominate in all samples.

The effect of the antagonistic interactions resulted in
inhibitory zones (ZI: mm), oscillating between (06 mm -19 mm),
against Gram-positive target strains, between (05-10 mm) against
Gram-negative and between (06 mm and 09 mm) for interactions
against eukaryotes (Candida albicans).

Conclusion: The study showed that all of our samples
conformed to the physico-chemical and bacteriological standards
required, with a casi-total predominance of Streptococcus Spp
species.

However, the antagonism of thermophilic leavening to eukaryotic
and prokaryotic strains confirms their probiotic profile.

Key words: Yogurt, Microbiological, Physical-chemical,
Enumeration, Antagonism.
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Introduction

Introduction :

Le yaourt étant d’origine turc, a fait son apparition en nutrition humaine a partir de
I’année 1542. Ce produit avant de connaitre une consommation de niveau industriel, n’était
qu’un simple produit issu d’une fabrication traditionnelle par les crémeries ainsi que les
producteurs de lait. C’est a partir du milieu du XXeéme siécle, que les industriels se sont
mis a produire en masse des yaourts, diminuant ainsi son c6té traditionnel. Aujourd’hui, le
yaourt est considéré comme un produit de large consommation, car celui-ci est consommé
par prés de 90% des populations du monde. Le yaourt représente la moitié du marché de
I’ultra-frais. (Marcel et al., 2008).Les industriels sont contraints de faire face a une
demande de plus en plus exigeante et perpétuellement changeante.

Les processus de fabrication du yaourt, méme si leur principe de base, demeure le

méme, sont complexes, en perpétuelle évolution, car, ils integrent, a chaque fois, des
nouvelles connaissances, les progrés, réalisés dans des domaines variés tels que: la
Biologie moléculaire, la Biotechnologie, la chimie, la Biophysique (Angelov et al., 2009).
En Algérie, le yaourt est fabriqué partiellement ou entiérement a base de lait en poudre (lait
recombiné), de point de vue consistance du produit;ont distingue des yaourts brassés plus
ou moins fluide, yaourt ferme (formation du gel des protéines sous 1’action d’acidité) et a
un degré moins des yaourts fluide (mousse) a boire.
Les bactéries lactiques, sont largement impliquées dans la fabrication de produits laitiers
fermentés; tel que les yaourts, qui est obtenu par 1’action des deux espéces bactériennes
spécifiques a savoir : Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus,qui doivent
étre ensemencées simultanément et se trouvées vivantes dans le produit fini, a raison d’au
moins 10 millions de bactéries par gramme du produit, a la date limite de consommation.

Avec les progrés technologiques réalisés ; le yaourt, apparait comme un produit
laitier tres digeste, qui posséde une, grande valeur nutritionnelle et qui est apprécié pour
son goft et sa texture. C’est un produit consommé la plupart du temps comme un dessert,
car il convient a toutes les tranches d’age et méme chez les sujets intolérants au
lait.(Schmidt et al, 1994).

De plus, les bactéries lactiques jouent également un réle essentiel dans la
conservation et 1’innocuité de ces aliments, par la production des acides organiques et
d’autres composés antimicrobiens ; comme les bactériocines qui inhibent la croissance des

germes pathogenes et/ ou de contamination.



Introduction

Le consommateur, de plus en plus exigeant, est en droit d’attendre que les aliments
qu’il consomme soient sans danger et propres a la consommation.

Les intoxications alimentaires et les maladies transmises par les aliments ; présente
un réel danger. Mais elles ont aussi d’autres conséquences, a I’exemple de la détérioration
des aliments, une source de gachis et de perte économique. En plus ces pertes sont
couteuses et peuvent se répercuter négativement sur le commerce et la confiance de
consommateur.

La production , a 1’échelle industrielle du yaourt et sa conservation au froid, durant
sa mise en vente, pose le probléme de viabilité des ferments lactiques, des modifications
touchant le pH, la concentration d’acide lactique, la rhéologie du produit, et par conséquent
des modifications des caractéristiques gustatives (Irkin et Eren,2008), ce qui conduit a des
défauts d’ordre organoleptique et hygiénique du produit par modification des nombres des
flores lactiques viables finales (Abdelmalek et al.,2009) et la détérioration de la qualité
hygiénique du produit (Saint-Eve et al., 2008).

Dans ce contexte preécis, se situé le but de notre étude, ou nous avons fixé, comme
objectif préalable, ’exploration de la qualité physico- chimique par réalisation de tests
physico-chimiques(pH,acidite,conductivité,viscosité,densité,Ntotale,protéines)et
microbiologique par recherche des flores et especes contaminantes (Levures et
moisissures, flores mésophiles aérobie totale, coliformes totaux et fecaux, Streptococcus D,
Clostridium sulfito-reducteur, Pseudomonas Sp ,Salmonella, Staphylococcus sp ) ainsi des
dénombrement des flores lactiques thermophiles, caractéristiques du yaourt sur milieu
sélectifs (Lactobacillus spp sur MRS et Streptococcus thermophilussur M17), pour douze
échantillons du yaourt, collectés du marché local dans la wilaya de Bordj Bou Arreridj -
Nord -Est d’Algerie
Le présent mémoire est repartit en deux chapitres, dont le premier est relatif a une synthese
bibliographique, alors que le second est consacré a la partie expérimentale.



Partie 01 :
Synthese bibliographique



Partiel : synthése bibliographique

1-Définition de yaourt :

D’apres le Codex Alimentaires, le yaourt est un produit laitier coagulé obtenu par
fermentation lactique grace a l'action de Lactobacillus delbrueckii sous-espéce
bulgaricus (Lb. Bulgaricus) et de Streptococcus salivarius, sous-espéce thermophilus
(St. Thermophilus) a partir du lait frais ainsi que du lait pasteurisé (ou concentré,
partiellement écrémé, enrichi en extrait sec) avec ou sans addition de substances (lait en
poudre, poudre de lait écrémé, les protéines lactosériques concentrées ou non, la caséine
alimentaire ...etc.). Les micro- organismes du produit final doivent étre viables

etabondants.

La législation de nombreux pays exige que les bactéries du yaourt soient vivantes
dans le produit mis en vente. Certains pays néanmoins admettent qu'a la suite d'un
traitement thermique destiné & améliorer la durée de conservation, le produit ne
contienne plus de bactéries vivantes. Cette pratique n'est toutefois pas recommandable,

car elle modifie les propriétés du yaourt.

2- Les différents types de yaourt :
2-1- Le yaourt ferme :

Le lait ensemencé est versé dans de petits pots dans lesquels le yaourt sera
commercialisé 1’épaississement effectue donc dans les pots durant 3a 5 heures lorsque le
yaourt est suffisamment formé la fermentation peut étre arrétée par un refroidissement a
+/-2¢C

Des fruits peuvent avoir été ajoutés lors de la mise en pots ils doivent toutefois avoir

été stérilisés pour éviter tout risque de fermentation parasite.

2-2- Le yaourt brassé :

Le lait ensemencé est versé dans de grandes cuve en acier inoxydable ou il est
maintenu a tempeérature d’ incubation le yaourt est ensuite brassé ce qui le rend moins
visqueux et plus onctueux le yaourt a boire est obtenu par homogénéisation apres avoir été
brassé il est battu dans des cuves avant d étre conditionné Des sirops pulpes de fruits et
aromes sont souvent ajouté lors de la mise en pots La fermentation est stoppé par

refroidissement rapide et le yaourt est stocké au frais a moins de 7c



Partiel : synthése bibliographique

Yaourt entier nature ou maigre la différance : la teneur en matiere

grasse ou par sa consistance

2-3- Le yaourt entier :

Comme sa dénomination indique ce yaourt est a base de lait entier sa teneur en mg est

de 3,5(35g/1) ¢’est un yaourt trés onctueux et crémeux

2-4- Le yaourt nature :

Le plus fréguemment consommé il s agit du yaourt fabriqué a partir de lait
partiellement écrémé il contient 1 de mg (10g/1)

2-5-Le yaourt maigre :

Préparéa partir de lait écrémé il a une consistance gélifiée il est moins moelleux et il ne

contient plus de vitamine A et D

3- La fabrication du yaourt
Le yaourt est un lait fermenté, préparé avec des laits écrémés ou stérilisés,

éventuellement additionnés de poudre de lait ( pour enaméliorer la consistance) et
ensemencés avec deux bactéries lactiques spécifiques qui sont Steptococcus salivarius
thermophilus et Lactobacillus delbrueckii bulgaricus. Au terme de la fermentation (a 45°C
pendant environ2h), le lait coagulé est devenu un yaourt contenant 100 millions de
bactériesvivantes par gramme. C’est 1’activité bactérienne qui confére au yaourt sonardme

et son goQt caractéristiques ainsi que ses qualités nutritionnelles spécifiques.
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Réception de lait

Figure 1 : Diagramme de
fabrication du yaourt (SeydiM., ﬂ'
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4-Probiotique et aliments fonctionnels : le concept

Aujourd’hui, un nombre croissant de consommateurs deviennent de plus en plus
intéressés parleur santé personnelle et sont conscients du lien entre I’alimentation et la
santé. Les crisessanitaires qui ont récemment secou¢ I’industrie alimentaire ont ébranlé la
confiance desconsommateurs dans certains produits transformés. Par conséquent, le
marché des produits« naturels », « bio » ou encore « fonctionnels » a connu un essor
remarquable étant donné que deplus en plus de consommateurs privilégient les aliments
qui sont pergus comme étant capables deprévenir la maladie Dans ce paysage et suite a
I’apparition des maladies dite « De civilisation », la réflexion sur la préservation de la
santé devient indissociable de laréflexion sur 1’alimentation. En effet, 1’alimentation est
susceptible de moduler diversesfonctions de 1’organisme, et peut aussi contribuer a

diminuer le risque de certaines pathologies (Marcel et al., 2008).
5 _Définitions
5.1. Probiotique

Le terme « probiotique » a bénéficié de plusieurs définitions qui ont évolué dans le
temps enfonction des connaissances scientifiques et des avancées technologiques (Ait-
Belgnaoui, 2006)Une des premieres définitions des probiotique comme « facteurs
promoteurs de croissance produits par des microorganismes » a été proposée par Lilly et
Stillwellen 1965. Plus tard, Fuller propose une définition trés proche du sens actuel : «
supplément alimentaire microbien vivant qui affecte de facon bénéfique [’hote en
améliorant 1’équilibre de sa flore intestinale »(Fuller, 1989).Récemment, les probiotique
se définissent comme « des cultures microbiennes vivantes sur vivant le transite gastro-
intestinale, ou elles colonisent le systéme » (Saarela et al., 2000;Matilla-Sandholm et al.,
2002;. Betoret et al., 2003). D’autre part selon Margoles et Garcia(2003), le terme
probiotique se réfere a des « cultures de microorganismes vivants qui, lorsqu'ils sont
administrés a I'hnomme ou aux animaux (par le biais de cellules déshydratées ou
desaliments fermentés), améliorent les propriétés de la microflore autochtone de I'hGte»
Cependant, la définition la plus largement acceptée du terme est celle de la consultation
mixte d'experts (FAO/OMS, 2001) qui redéfinit les probiotique comme « des
microorganismes vivants qui, lorsqu'ils sont administrés en quantités adéquates (dans le

cadre de I'alimentation),
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Conferent un bénéfice pour la santé de I'hdte ». Ce groupe a reconnu que les probiotique
doivent étre capables d'exercer des prestations de santé sur 1’hote grace a la croissance et /

ou I’activitédans le corps humain (Leahy et al., 2005).

5.2. Aliment fonctionnel

On dit d'un aliment qu'il est fonctionnel lorsqu'il a été clairement démontré qu'il
affecteavantageusement une ou plusieurs fonctions cibles de 1’organisme indépendamment
des effets nutritionnels adéquats, en provoquant une amélioration de I'état de santé et du
bien—€étre et/ouune reduction des risques d'apparition de maladies. Les aliments
fonctionnels sont, comme leur nom l'indique, des aliments, et leurs effets doivent étre
perceptibles apres leur ingestion enquantités normales. Il ne s’agit en aucun cas de
capsules/gélules ou de comprimés, mais bien d'aliments (lzquierdo, 2009).En ce qui
concerne 1’aliment probiotique, il est défini comme un produit transformé qui contient

des microorganismes probiotique viables en concentration appropriée dans une
matricealimentaire (Saxelinet al., 2003). Cela signifie que la viabilité et l'activité
métabolique doivent étre maintenues a travers toutes les étapes de transformation des

aliments, depuis leur fabrication

jusgu'a leur ingestion par le consommateur, et aussi qu'ils doivent étre capables de survivre

dansles voies gastro-intestinales de 1’héte(Sanz, 2007 )

6-Défauts et altérations du yaourt:

Comme [I’élaboration du yaourt fait intervenir plusieurs étapes clés ou la
fermentation et la formation du gel doivent étre minutieusement dirigées et
surveillées, il est fréquent que des altérations de gout, d’apparence et de texture
(résumés dans le tableau 1) apparaissent et dont certaines sont préjudiciables a la

qualité finale du produit (Luquet, 1985).
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Tableau n01: principaux défauts de gotit (A), de texture (B) et d’apparence (C) rencontrés dans la fabrication des yaourts(LUQUET,

1985).
(A)
nature Causes
Amertume Trop longue conservation ;Activité protéolytique trop forte des ferments ; Contamination par des

germes protéolytiques.

Godtlevuré, fruité,

Contamination par des moisissures ;Fruits de mauvaises qualités pour les yaourts aux fruits.

Goltplat,absenced’ar6m

e

Mauvaise activité des levains (déséquilibre de la flore, incubation trop courte ou a trop basse
température), teneur en matiere seche trop faible.

Manqued’acidité

Mauvaise activité des levains (taux d’ensemencement trop faible, incubation trop courte ou a basse
température, inhibiteurs dans le lait, bactériophages).

Trop d’acidité

Mauvaise conduite de la fermentation (taux d’ensemencement trop fort, incubation trop longue ou a
température trop élevée ;Refroidissement pas assez poussé, trop lent ; Conservation a trop haute
température.

Rancidité

Contamination par les germes lipolytiques et traitement thermique trop faible.

Godtfarineux,de poudre

Poudrage trop pousseé.

Godt oxydé Mauvaise protection contre la lumiére (pots en verre surtout) ; Présence de métaux (fer, cuivre)
Godt de cuit Traitementthermique trop sévere.
Gout aigre Mauvaise conduite des levains (contamination par une flore lactique sauvage

— coliformes).

Go(t graisseux

Teneur en matiere grasse trop élevée.
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(B)

nature

Causes

Déculottage

Agitation ou vibration pendant le transport faisant suite a un refroidissement mal conduit en chambre

froide (pour le vaourt ferme)

Mangque de fermeté

(pour vaourt étuvé)

Ensemencement trop faible ; Mauvaise incubation (temps et ou température trop faible) ; Agitation avant

combléte coaaulation : Matiére séche tronfaible

Trop liquide (pour le

yaourt brassé)

Brassage trop violant ; Mauvaise incubation (temps trop faible) ; Matiére séche trop faible ; Mauvais

ferments (pas assez épaississants) ; Fruits ou arémes pas assez concentres.

Trop filant

Mauvais ferment (trop filant) ; Température d’incubation trop faible.

Texture sableuse

Chauffage du lait trop important ; Homogeénéisation a température trop élevée ; Poudrage trop fort ;

Mauvais brassaae : Acidification irréauliére et tron faible.

Texture granuleuse

Mauvais brassage ; Teneur en matiére grasse trop élevée ; Mauvais choix des ferments.
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()

nature Causes

Suracidification ou post acidification (mauvaise conduite de la fermentation) ; Température trop
) o élevée pendant le stockage ;Conservation trop longue; Refroidissement trop faible ;Agitation

Decantation, synérése
trop poussée et admission exagérée d’air (pour le yaourt brassé) ; Mauvaise adjonction des

fruits ou des pulpes de fruits Agitation des yaourts (yaourt ferme) ; Teneur en matiere seche

Production de gaz Contamination par des levures et des coliformes.
Colonies en surface Contamination par des levures et moisissures.
Couche de créme Mauvaiseou absence d’homogénéisation.
Produit surle couvercle Mauvaisemanutention.
Produit non Mauvaise agitation (dans le cas des yaourts aux fruits).

homogeéneéisé

10
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7-Normes microbiologiques pour les yaourts

Le LNSP s’appuie sur les normes FASONORMbasées sur les normesfrangaises.
Ces normes servent d’appui au contrdle et sont utilisées pour
L’application des lois et réglements relatifs au controle des aliments. Elles’imposent aux
industriels une dure contrainte mais constituent le gage
D’assurance qualité hygiénique et commerciale des produits. Les normes microbiologiques

portant sur les germes recherchés sontmentionnees dans le tableau ci-apres.

Tableau n02: Normes microbiologiques pour les yaourts(LOMPO L et al., 2006)

GERMES NORMES (UFC/ g)
Bactéries lactiques <108
Coliformes totaux <10

Coliformes thermo tolérants <1
E. coli <10

Pour Parameétres physico-chimiques du yaourt Lors de la vente, la quantité d’acide
lactique libre contenue dans 100 g deyaourt ne doit pas étre inférieure a 0,8g. De plus, le

pH du yaourt doit étre autour de 4

8-Intérét et fonctions des bactéries du yaourt

La production d’acide lactique est une des principales fonctions des bactéries
lactiques en technologie laitiere, car cet acide organique permet de concentrer et de
conserver la matiere séche du lait, en intervenant comme coagulant et antimicrobien
(SCHMIDT et al, 1994). Le métabolisme est du type homofermentaire (production
exclusif de I’acidelactique)

L’acidité du yaourt est communément exprimée en degré Doronic (1°D = 0,1g/l d’acide
lactique). Elle se situe entre 100 et 130 °D (LOONES, 1994).

L’importance de 1’acide lactique durant la fabrication du yaourt peut se résumer comme
suit :

- il aide a déstabiliser les micelles de cas€ines, ce qui conduit a la formation du gel,

- il donne au vyaourt son golt distinct et caractéristique, comme il
contribue a la saveur et [D’aromatisation du yaourt (TAMIME et
ROBINSON,1999 ; SINGH et al, 2006);

- intervient comme inhibiteur vis-a-vis des micro-organismes indésirables (LEORY

et al,2002).

11
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8.1.Activité proteolytique

Pour satisfaire leurs besoins en acides aminés, les bactéries du yaourt doivent
dégrader la fraction protéique du lait constituée de caseine et de protéines sériques, leur
systeéme protéolytique est constitu¢ de deux types d’enzymes distinctes : les protéases et
les peptidases. Lb. bulgaricus possede des protéases localisées, pour 1’essentiel, au
niveau de la paroi cellulaire. Cette activité protéasique permet d’hydrolyser la caséine
enpolypeptide.

St. Thermophilus est considérée comme ayant une faible activité endopeptidasique. Elle

dégrade les polypeptides par son activité exopeptidasique en acides aminés libres.

8.2.Activité aromatique

Divers composés volatiles et aromatiques interviennent dans la saveur et
I'appétence du yaourt. C'est principalement le lactose qui intervient dans la formation de
ces composeés dans une fermentation de type hétéro fermentaire. Parmi ceux-ci, l'acide
lactique confere au yaourt son goGt acidulé. L'acétaldéhyde, qui provient en grande
partie de la thréonine, joue un réle essentiel dans ces caractéristiques organoleptiques
recherchées. La concentration optimale de ce métabolite est estimée a environ 10 ppm.
Sa production, due principalement au lactobacille, est augmentée lorsque ce dernier est
en association avec le streptocoque qui en €élabore de faiblesquantités.

L’acétaldéhydepeutprovenir :

- du pyruvate, soit par action de la pyruvate décarboxylase ou par action de la
pyruvate déshydrogénase (appelée aussi pyruvate formate lyase)
- de la Thréonine par I’action de la Thréoninealdolase.

Le diacétyle contribue a donner un goQt délicat qui est d0 a la transformation de
I'acide citrique et, secondairement, du lactose par certaines souches de streptocoques.
D'autres composes (acétone, acétoine, etc.) contribuent a I'équilibre et a la finesse de la
saveur. Ceci résulte d'un choix avisé des souches, de leur capacité a produire dans un
juste rapport les composés aromatiques et du maintien de ce rapport au cours de la
conservation des levains et de la fabrication (ANONYME, 1995).

Notons que la saveur caractéristique du yaourt, due a la production du diacétyle et de
I’acétaldehyde et qui est recherchée dans les produits type «naturey», est en partie

masquée dans les yaourts aromatisés.

12



Partie | : Synthése Bibliographique

8.3.Activité texturante

La texture et I'onctuosité constituent, pour le consommateur, d'importants éléments
d'appréciation de la qualité du yaourt. Certaines souches bactériennes produisent, a partir
du glucose, des polysaccharides qui, en formant des filaments, limitent I'altération du gel
par les traitements mécaniques et contribuent a la viscosité du yaourt.L’augmentation de
la viscosité du yaourt est en général attribuée a la production d’exopolysaccharide (EPS)
qui, selon une étude portant sur plusieurs souches serait essentiellement composé de
rhamnose, arabinose, et mannose (SCHMIDT et al, 1994).

Il est couramment admis que la production des EPS est le résultat de I’action exercée par
St. thermophilus. Mais d’aprées TAMIME (1999), Lb. bulgaricus posséde une aptitude a
produire des EPS composés de galactose, glucose, rhamnose a des rapports de 4/1/1

9-L’espéce Streptococcus thermophilus

9.1.La bacteériologie

St. thermophilus est un coque a Gram positif, anaérobie facultatif, non mobile. On
le trouve dans les laits fermentés et les fromages C’est une bactérie dépourvue d’antigene
du groupe D, thermorésistante, sensible au bleu de méthyléne (0,1%) et aux antibiotiques.
Elle est aussi résistante au chauffage a 60°C pendant 30 minutes. Elle est isolée
exclusivement du lait et des produits laitiers sous forme de coques disposés en chaines de
longueurs variables ou par paires. Sa température optimale de croissance varie entre 40 et

50°C et son métabolisme est du type homofermentaire.

9.2.Propriétes technologiques

Plusieurs aspects technologiques doivent étre pris en compte dans la sélection des
probiotiquepour conférer de bonnes propriétés sensorielles au produit fini, tels que :

» Viabilité et stabilité des microorganismes :

Pour exercer leur effet bénéfique sur la santé, les probiotique doivent survivre en
grandnombre au procédé de fabrication, et a la période d’entreposage au froid qui s’ensuit.
Il est eneffet généralement admis qu’un nombre minimal de 107 cellules viables par
gramme de produitest nécessaire pour exercer un effet probiotique. Cependant, la stabilité
physique et génétiquede streptococcus thermophilus ainsi que toutes les propriétés
nécessaires pour exercer leurs bienfaits sur la santédoivent également étre assurées

(Izquierdo, 2009). De plus, les streptococcus thermophilus devraient étre viablessans se

13
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multiplier pour ne pas provoquer d’effet indésirable sur le goht ou 1’ardme du produit

augmenter 1’acidité (Mattila-Sandholmet al., 2002).

Par ailleurs, plusieurs études ont démontré que des cellules en phase stationnaire de
croissance, plus tolérantes aux stress environnementaux que des cellules en phase
exponentielle, devraient’étre privilégiées pour la confection de produits contenant des

probiotique en grand nombre.
» Propriété acidifiante

La fonction acidifiante est la plus recherchée des bactéries lactiques qui a pour effet
uneproduction importante d’acide lactique conduisant & une acidification rapide et durable
.Les conséquences d’ordre physicochimique et microbiologique sont récapitulées
d’aprescoagulation du lait, la synérése du caillé et la solubilisation du calcium micellaire,
elle participe aux qualités organoleptiques des produits laitiers fermentés et

inhibelacroissance de microorganismes nuisibles.
9.3.Propriéte génétiques

Les analyses comparatives desgénomes ont montré que 80% des génes de
S.thermophilus sont des orthologues de génes d’autres streptocoques, ce qui confirme bien
laproximité génétique existant entre les différentes espéces de streptocoques .L’évolution
de S. thermophilus par la perte de génes notamment ceux reconnus comme importants pour
le pouvoir pathogéne de S. pneumoniaeou S. pyogenesest reflétée par laprésence de ces
genes sous une forme non fonctionnelle (pseudogenes) ou par leur absencedans les
génomes connus. Au final, la proportion relativement élevée (10-11%) des genes deS.
thermophilus correspondant a des pseudogénes, pourrait résulter de 1’adaptation de
S.thermophilus a I’environnement laitier. Ces pseudogénes sont, entre autres, homologues
a désignes impliqués dans le métabolisme carboné, dans le transport et la régulation. Mais
cette dégénérescence ne semble pas s’appliquer de la méme facon a toutes les souches.

Chez S. thermophilus, méme si cette protéase est similaire a la protéase des streptocoques.

Pathogenes elle n’a pas gardé la méme fonction. Elle n’est pas associée a la
virulence maisplutot avec une croissance et un taux d’acidification du lait rapide grace a

I’hydrolyse descaséines du lait en apportant des peptides et acides amines.

14
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9.4.Production des bactériocines

Les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites entre-autres, les
bactériocines qui sont des métabolites aux propriétés antibactériennes. Il s’agit de de
peptides ayant la capacité d’inhiber la croissance des bactéries pathogénes. Les souches
de S. thermophilus produisent des bactériocines connues sous le nom de thermophiline.
Ces bactériocines sont thermostables et actives a différents pH contrairement a une
bactériocine appelée la nisine (elle n’est pas utilisée dans les aliments acides). Les
bactériocines issues de S. thermophilus sont considérées comme sécuritaire en raison de
leur statut GRAS (GenerallyRecognized As Safe) .Seulement cing (05) sur 347

bactériocines de différentes souches de S. thermophilus ont été caractérisées a savoir:
a. Thermophiline A
b. Thermophiline T, produite par des souches isolées du fromage
c. Bactériocine deS. thermophilus 81 qui a un large spectre d’inhibition

d. Bactériocine produite par la souche S. thermophilus Adria 91 L 580, isolée a

partir d’un fromage a pate dure inhibe le Clostridium tyrobutyricum.

10-L’espéce Lactobacillus bulgaricus

10.1. Bactériologie

Lb. Bulgaricus est un bacille Gram positif, immobile, aspérule, microaérophile. Il
est isolé sous forme de batonnets ou de chainettes. 1l posséde un métabolisme strictement
fermentaire avec production exclusive d’acide lactique comme principal produit final a
partir des hexoses de sucres par voie d’Embden Meyerhof. Il est incapable de fermenter
les pentoses. Lb. bulgaricus est une bactérie thermophile, trés exigeante en calcium et en
Magnésium et sa température optimale de croissance est d’environ de 42 °C. Cette
bactérie a un rdle essentiel dans le développement des qualités organoleptiques et
hygiéniques du yaourt .Ces deux bactéries lactiques tolérent de petites quantités
d’oxygéne. Ceci peut étre probablement relié au peroxyde d’hydrogéne (H202) qui est
produit dans les cellules en présence d’air. Le systéme le plus efficace pour éliminer le
peroxyde d’hydrogéne est I'utilisation d’une enzyme, la catalase, dont les bactéries
lactiques sont déficientes. Ces dernieres possédent plutdt une peroxydase (pseudo
catalase) qui est moins efficace que la catalase. Comme les bactéries lactiques

n’éliminent pas facilement le peroxyde, elles sont dites microaérophiles.
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10.2. Propriétés technologiques

Les principaux propriétés technologique sont:

» lactobacillus bulgaricus : bacterie a Gram positifa faible concentration en GC
» Thermopile homofermentaire capable de produire 1,4 a 1,6 d’acide lactique

» Fermente le glucose, le galactose, le lactose et le fructose

> Responsible de la production d’acétaldéhyde (compose aromatique deyauort par

transformation de la thréonine).
10.3. Propriétés génétiques

L’espece Lactobacillus bulgaricus posséde un génome de petite taille qui contient 2

Mpb et elle a un nombre de plasmides situé entre O et 4 .

10.4 . Production des bactériocines

Les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites entre-autres, les
bactériocines qui sont des métabolites aux propriétés antibactériennes. Il s’agit de de
peptides ayant la capacité d’inhiber la croissance des bactéries pathogénes. Les souches de
Lb. bulgaricus produisent des bactériocines. Ces bactériocines sont thermostables et actives

a différents pH contrairement a une bactériocine appelée la nisine

(elle n’est pas utilisée dans les aliments acides). Les bactériocines issues de Lb. bulgaricus
sont considérées comme sécuritaire en raison de leur statut GRAS (Generally Recognized
As Safe).

11-Comportement associatif des deux souches

St. thermophilus et Lb. bulgaricus se développent en association, appelée
protocoopération, dans des cultures mixte ayant un intérét a la fois d’ordre technologique
et nutritionnel (Driessen, 1981 ; Radke-Michell et Sandine, 1984 ; Radke-Michell et
Sandine,1986).

Ces bactéries, par leur activité acidifiante, ont un effet bénéfique du point de vue qualité
hygienique de produit. En parallele, elles engendrent des produits secondaires qui
contribuent a la qualité¢ organoleptiques du yaourt. D’un point de vue nutritionnel
I’activité fermentaire de ces especes lactiques favorise une solubilisation des différents
constituants du lait améliorant ainsi leur biodisponibilité (Courtin et al, 2002 ;
Ngounouet al.,2003).
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Lors de la production de yaourt I’utilisation combinée des deux especes
bactériennes permet de valoriser 1’interaction indirecte positive existante entre elles. Cette
interaction appelée protocoopération se traduit d’abord par une augmentation des vitesses
d’acidification par rapport aux vitesses observées en cultures pures, la coagulation du lait
prend 6-10h a 45°C en culture pure et 2-2,5h en culture mixte (Pette et Lolkema, 1951,
Davis, 1971). Un accroissement des concentrations bactériennes est observé en paralléle
(Amoroso et Nanca, 1990) avec une résistance plus élevée a I’acidité du milieu
(Flejtas et Gruev, 1977 ; Accolas et al., 1982 ;Radke-Michell et Sandine, 1986;
Juillardet al., 1988). Elle induit également une amélioration de la production des
composés d’ardmes (acétaldéhyde notamment) (Flejtas et Gruev, 1977 ; Matalon, 1986
; Abou-Donia, 1986 Chomakov, 1987;Obretenova, 1987) et de la stabilité physique du
produit (réduction des problémes de synérese) (Kondratenko et al., 1985 ; Matalon et
Sandine, 1986 ; Ernest 1990).

12-Facteurs influencant la proto-coopération des deux souches

Le métabolisme mutuel de Lb. bulgaricus etSt. thermophilus dans le lait est
commenté dans plusieurs documents (Driessen, 1981 ; Driessen et Kingma, 1982). nous
citerons quelques unes des interactions fondamentales entre les deux especes dans la
culture dedépartLa stimulation de St. thermophilus par Lb. bulgaricus est réalisée grace a
I’activité protéolytique du lactobacille, qui libere des petits peptides et des acides aminés
au profit du streptocoque ( Driessen et Kingma, 1982 ; Tammamet al., 2000). Les plus
importants de ces acides aminés nécessaires a la croissance mutuelle des deux souches sont

: I'histidine, la thréonine, la valine (Tamime et Robinson, 2003).

En retour, St. thermophilus fournit de I’acide formique et du CO2 qui tous deux
vont stimuler la croissance de Lb. bulgaricus (Tamime et Robinson, 2003).St.
thermophilus assimile I'oxygene dans le lait plus rapidement, créant ainsi des conditions
favorables pour la croissance de Lb. bulgaricus (Yaygin, 1970; Tamime et Robinson,
2003). Selon certains auteurs St. thermophilus produit de grandes quantités de dioxyde de
carbone (CO2) qui n’est pas issu du métabolisme du lactose (Driessen et Kingma, 1982 ;
Thunell et Sandine, 1985), ce CO2 produit est di a 1’activité de 1’uréase qui hydrolyse
I’urée du lait en CO2 et NH3 (Eck et Gillis, 1997 ). Certaines souches de St. thermophilus
ne possédent pas cette activité protéasique (Simova, 2007 ; Angelovet al., 2009), par
conséquent certains auteurs expliquent cette production de CO2 par la voie de Leloir selon
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laquelle le galactose produit est transformé en acide lactique et en CO2, assurant ainsi les

conditions d’anaérobiose pour la croissance deslactobacilles

Lorsque d’autres bactéries notamment probiotique sont associées aux bactéries du
yaourt, d’autres interactions prennent place. Par exemple, les bifidobactéries sont stimulées
par l’activité protéolytique des lactobacilles alors que Lb. bulgaricus limite le
développement de Lb. Acidophilus (phénoménes de compétition et d’inhibition). En outre,
des phénomeénes de croissance associative ont été démontrés entre St. thermophilus et Lb.
Helveticusou Lb. acidophilus. Enfin, des mécanismes d’inhibition spécifique entre les
souches liés a la production de bactériocines existent chez les bactéries probiotique comme
chez les bactéries du yaourt. Ces caractéres sont toutefois dépendants des souches
présentes dans le milieu. Il est donc nécessaire de veérifier la compatibilité des souches
avant de les associer (Beal et Sodini, 2003)
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Chapitre | : Matériel et méthodes

| .Matériel et Méthodes

Cette étude a été réalisée au niveau du laboratoire de Microbiologie, a la faculté
des sciences de la nature, de la vie et des sciences de la terre et de I’'univers (FSNV- STU),
relevant de I’université de Bordj Bou Arreridj- Algérie.

L’objectif de ce travail etait d’évaluer la qualité physico chimique, microbiologique
et d’estimer, puis, de caractériser la viabilité¢ des levains lactiques thermophiles par des
dénombrements sur des milieux bactériologiques sélectifs, cela pour un effectif de douze
échantillons de yaourt et enfin la Mise en évidence de I’activité antagoniste dirigée contre

des souches G* et G et eucaryots
| -1-Matériels

la réalisation de 1’étude a nécessité 1’'usage de matériel lord (machines , appareils),

Iéger :verreries ,réactifs, milieu de culture ,aditifs (annexe 1) .

| .1.1-Echantillonnage

Douze échantillons de yaourt ont été prélever du marché local dans la localité de
Bordj Bou Arreridj Nord Est de 1’ Algérie : dix échantillons du yaourt industriel, fabriqués
a base du lait en poudre recombinées, emballées Neuf dans des pots de 100 g et 1dans un
pot de 250 ml,les deux échantillon collecté dans la méme localité ; du lait fermenté subie
une fermentation de 24h a température ambiante , sous 1’action de la flore spontanée , sans

aucun traitement thermique préalable .
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| .1-1.2-Origine des échantillons

Tableau n03 :Représentatif de I’ Origine des échantillons

Ech

Label

Nature/produit

Poids/
Volume

Date/préleve
ment

Operateur

E.O1

Somaml

Yart.au lait
reconstitue
aromatisé

100g

26-4-2017

Laiterie de somam

E.02

Somam?2

Yart.au lait
reconstitue
aromatisé

100g

26-4-2017

Laiterie de somam

E.O03

Activia

Yart.au lait
reconstitue
aromatisé

100g

26-4-2017

Laiterie de somam

E.04

Bingo

Yart.fruité

250ml

26-4-2017

Laiterie de Major

E.05

Danone

Yart.au lait
reconstitue
aromatisé

1009

26-4-2017

Danone jurdjraalgerie

E.06

Batouche

Y. Aromatisé
partiellement
écrémé

100g

26-4-2017

Laiterie de Batouche

E.O7

Trefle

Y.au lait entier
reconstitue

100g

26-4-2017

Laiterie de tréfle

E.O08

Ramdy

Y. Sucré
aromatisé
partiellement
écrémé

100g

26-4-2017

Laiterie de Ramdy

E.09

Hodna

Y. Aromatisé
partiellement
écrémé

1009

26-4-2017

Laiterie de Hodna

E.10

P.Nova

Y.sucré aromatisé
partiellement
écrémé

100g

26-4-2017

Société suis_ lait

E.11

LFA.1

Fermentation
spontanéa T C
ambiante

250ml

26-4-2017

Fermentation spontané

E.12

LFA.2

Fermentation
spontanéa T C
ambiante

250ml

26-4-2017

Fermentation spontané

E Echantillon, L.F.A Lait Fermenté Acidifié, P. Nova Palma Nova
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Tableau n04 :Représentatif des flores pathogenes utilisés et recherchés

Flores/Dénombrement en
UFC*/g

Milieu de culture utilisé/ Marque

Incubation/ Lecture/

Flores eucaryotes (Levure

moisissures aérobies)

Gélose Saboraud/ IPA* Algerie

05 jours/ a température

ambiante

Flore totale aérobie
meésophile (F.T.A.M)

PCA/ Plant Count Agar a 30°C/

Pronadisa Spain

Apres 48H a 30°C

Coliformes totaux BLBVB*/37°C+ Cloche/ Pronadisa Spain 24H/ 37°C
Coliformes fecaux et
flores indologenes & BLBVB*/ 44.5°C+Cloche Test de McKezy 24/ 44.5°C
445G Pronadisa Spain
Streptocoques Milieu Rothe/ 37°C- Test (Préesomptif). Lits 24H/ 37°C
du groupe D (Test Confirmatif) Pronadisa Spain
Clostridiumsulfito-
réducteur (CSR¥*) Gélose. Viande foie/ Sulfite de Na+ 24h/ 48H jusqu’a 72H a
(Spores + formes Alun de fer a 37°C/ IPA Algerie 30°C
végétatives)
Pseudomonas Sp Gélose Citrimideé/ Idealab Alegrie 24H/ 28°C
Salmonella Sp Bouillon Muller kauffman+ Gelose hektoue 24H/379C
Idealab Alegrie
Recherche des Bouillon Giolitti Cantoni Enrichissement
Staphylococcus Sp et isolement sur Gélose Baird Parker/ Ideall 24H/37°C

Algerie

| -2-Méthodes

| -2.1-Analyses physico-chimiques du yaourt :

La mesure des pH a I’aide d’un pH metre, type Sertes/ Inolab pH730 (Germany),

I’acidité en degré dornic par neutralisation, a 1’aide de la soude N/9, d’un volume lait

fermenté auquel est ajouté un indicateur de pH (solution alcoolique de 01% de
phénolphtaléine, (1°D= 0,1g /L d’acide lactique) (Chamba et Prost, 1989).la mesure de

conductivité etait fait par un conductimeétre (us/cm) La prise des valeurs de la viscosité,

des échantillons, réalisée par écoulement a température ambiante puis par viscosimeétre de

marque: Rion Viscotester VT-03F (Origine: Chinoise) avec une limite de mesure a 20°C :
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est de 300 mPascal (S) ,la densité est mésuré a 1’aide d’un densiométreet exprimé en

(g/ml/icm®).

La méthode de Kjeldahl est appliquée pour déterminer la quantité de protéine. C’est
la méthode de référence pour la détermination en azote contenu dans un produit. Elle
s’effectue en trois étapes : la minéralisation (digestion), la distillation et le titrage.

La minéralisation vise a convertir la totalit¢ de ’azote organique en ions ammonium
(NH4"). Les molécules organiques mises en présence d’un bon rapport acide sulfurique
concentré (H2SO4) / sulfate de potassium (K2SOas) catalysé par du sulfate de cuivre, sont
décomposées par oxydation pour donner principalement du COz et de I’cau. L’azote

organique quant a lui est converti en sulfate d’ammonium (NH4)2SOs.

On ajoute un exceés d’hydroxyde de sodium (NaOH) au digestat refroidi pour
permettre la transformation de I’azote, sous forme de sulfate d’ammonium, en ammoniac
(NH 3). Ce dernier est distillé dans un excédent d’acide borique et déterminé par titrage
avec une solution d’acide chlorhydrique (HCI). La procédure de dosage des protéines par
la méthode de Kjeldahl est détaillée en (annexell).

Conversion du taux d’azote en taux de protéines
Le taux de protéines est déterminé en multipliant le taux d’azote obtenu par le
facteur 6,38. Notons que celui-ci est variable en fonction de type de 1’échantillon

considéré. Il est par exemple de 5.6 pour les grains de blé, 6.25 pour I’ceuf et les viandes.

| -2.2-Traitements statistiques des résultats d’analyses physico-
chimiques :

Le calcul de la moyenne et 1’écart type s’est faitea I’aide de programme statistique dans la

calculatrice.

Scientifique : EXP E 01
Mode - 2 — Shift — ON - =(4,5M+,127,5M+,6 ,65M+,11,5M+,5,65M+,4,25M+,19,5M+) —
Shift — 1 pour la moyenne.

Mode-2 — Shift — ON - = (4,5M+,127,5M+,6 ,656M+,11,5M+,5,65M+,4,25M+,19,5M+)
—Shift — 3 pour I’écart type.

| -2.3-Analyses microbiologiques :

Les estimations des charges, en bactéries lactiques (L.A.B*; LacticAcidBacteria),

pour chaque échantillons, ont été basé sur des dénombrements (a partir des dilutions,
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réalisées par une solution d’eau physiologique) des Lactobacilles mésophiles a 37°C, et
thermophiles & 44°C, sur le milieu gélosé MRS (Pronadisa Spain) - (De Man et al, 1960),
et des Lactocoques mésophiles a 37°C et thermophiles a 44°C, sur le milieu gélosé M17
(Pronadisa- Spain) (Tarzaghi et Sandine, 1975). L’ensemencement des différents
échantillons, s’est fait en surface de la gélose M17 (Norme I1SO 7889/1DF, 2003) pour les
streptocoques lactiques, en profondeur (en double couche) pour la gélose MRS, pour les
Lactobacilles (Norme 1SO 20128/IDF, 2006). Les dénombrements des colonies de
bactéries lactiques, ont ¢été réalisés apres 24h, 48h et 72h d’incubation, a 1’aide d’un
compteur de colonies (Selecta J.P.- Spain), les résultats, (sont les moyennes des trois
répétitions (triplicatas), ont été exprimes en UFC*/ml (unité formant colonies/millilitre du

produit).

| -3-Exploration In Vitro d’antagonisme entre isolats lactiques
et souches pathogeénes :

La détermination de 1’action antimicrobienne des souches lactiques thermophiles, dirigée
contre des souches pathogénes, réalisée selon un protocole inspiré de celui de :
Tagg et Mc Given (1971); Tagg et al (1973); Thompson et al (1996).

a-Entre souches lactiques et souches pathogenes a Gram positif

b- Entre souches lactiques et souches pathogénes a Gram négatif

c- Entre souches lactiques et souches pathogénes eucaryotes

I -3.1- Revivification des souches indicatrices (pathogenes)

Les souches pathogenes, procaryotes, a paroi Gram négatif et a paroi Gram positif,
ont été utilisées comme étant des souches cibles (indicatrices), impliquées dans des
pathologies humaines, ont été conservées sur des milieux de culture appropriés (bouillon
nutritif, pour les souches a Gram négatif, bouillon Cceur-cervelle pour les Gram positif,
(voir composition de ces milieux en annexe Il11), a la température de réfrigération. Elles
ont été réactivées, par double incubation sur bouillon correspondant, a des températures
d’incubation optimales pour leur croissance pendant 24H, ceci est pour la recherche des

substances inhibitrices produites par les souches lactiques isolées.
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Tableau n05 : Présentation (origine, Gram et conditions de réactivation) des souches
pathogénes utilisées.

Souches cibles Gram Bouillons et T°C. Origines

de réactivation

Flore eucaryote

S
i|>’ o Candida albicans Eucaryote EPL a 30°C Voies urinaires
D
Flore procaryote
Pseudomonas aeruginosa G 37°C Pathogene des aliments
I E.coli G BN a37°C Pathogeéne.
©
5} Proteus mirabilis G BNa37°C Voies urinaires.
Salmonella typhimirium G BNa37°C Pathogene des aliments.
Enterococcus faecalis G E.P.La37°C Pathogéne pour I’homme.
Micrococcus luteus G+ E.P.La37°C Pathogéne pour I’homme
% Staphylococcus G’ E.P.La 30°C Médical- pathogéne.
|-
o Aureus
Bacillus cereus G BNa37°C Pathogéne pour I’homme.

I -3.2- Revivification des souches lactiques thermophiles

Les souches lactiques, isolées a partir des échantillons du yaourt qui ont été
conservées a une température de +4°C, et réactivées avant leur utilisation, par des
transferts successifs, sur des milieux de culture appropriés; le milieu M17 liquide pour les
lactocoques et le milieu MRS liquide pour les lactobacilles, incubées a 42°C, pendant 24

H, jusqu’a I’obtention d’un coagulum.

I -3.3-Mise en évidence de l'activité antagoniste
La détermination de I’action antagoniste (effet inhibiteur) des souches lactiques

isoléesdirigees contre les souches pathogeénes (voir annexelll), est réalisée en utilisant le
milieu de culture Mueller-Hinton.

L’activité antimicrobienne (bactériocinogene) se révele par [’apparition des zones
d’inhibition autour des disques, dont le diamétre de la zone d’inhibition est supérieur ou
égal a 02mm (Tag et sal., 1973; Thompson et al., 1996).

Les boites sont examinees en vue de détecter les zones d’inhibition autour des disques.
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Il -Résultats

Il -2-1-Résultats des analyses physico-chimiques

Tableau n 06 : résultats des analyses physico chimiques

Ech Label pH Acidité | Cd Vs Densité | N.tot | Prt(g/l M E.
(°D) (ns/c | (mPa | g/ml/ | al(g/l ) Type(
m /s) cm’ ) m)
E.01 Somam | 4,5 1275 | 6,65 | 11,5 5,65 425 | 195 | 179,55 | 53,49
1
E.02 Somam | 4,6 252%** 7 10,2 1,63 485 | 205 | 300,78 | 92,37
2
E.03 Activia | 5,3** | 1415 57 | 105 1,60 475 | 22,75 | 1921 | 50,77
E.04 Bingo 5 160,5 52 11 1,31 365 | 27,32 | 213,98 | 57,96
E.05 Danone | 4,30 | 1555 6,5 10 5,35 4,35 | 20,55 | 206,55 | 55,85
E.06 Batouch | 4,35 163 6,80 | 9,75 5 442 | 252 | 218558 | 58,58
e
E.O7 Tréfle | 4,65 85* 6,65 | 10,5 5,25 472 | 245 |241,27 | 2944
E.08 Ramdy | 4,45 121 6,75 | 135 | 4,96 3,48 25 179,14 | 42,75
*
E.09 Hodna | 4,40 105 6,95 | 11,5 5 3,78 27 163,63 | 36,90
E.10 P.Nova | 4,35 133 6 12 5,70 322" | 225 | 186,77 | 47,35
E.11 LFA.1 | 4,80 95,5 6,50 11 5,50 512 | 29,3 | 157,72 | 33,34
E.12 LFA.2 | 49 1315 |735 | 115 1,25 | 524 | 31,67 | 19341 | 46,89

Ec : Echntillon, Vs : Viscosité en millipascale/seconde (mPa/S), Cd : Conductivité en
microsiemns/centimetre (us/cm), N.total : Azote total (g/l), Prt : Proteines (g/l)

Les valeurs du pH testé sur 12 échantillons du yaourt commercialisé a sa
production, oscillent entre 4.30 (min) pour Danone, et 5.30 (max) pour I’échantillon 3

(Activia).
pH
6
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3 .
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Figure 02 : histogramme représentatif des pH des échantillons.
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Le dosage du lactate en degré Doronic, a montré que I’échantillon E7 (Trefle) est le
moins acide (85°D), alors que 1’échantillon E2 (Somam 2) est le plus acide (252°D), par
rapport aux a I’ensemble des échantillons.

Acidité (2D)
300

250

200

150

100 -
.

Figure 03 : histogramme représentatif des acidités (°D) des échantillons.

La conductivité mesurée en (ms/cm), a donné une valeur minimale de 5,2 (Bingo),
allant jusqu’au 7,35 (LF2).

cd
(us/cm

Figure 04 : histogramme représentatif des conductivités des échantillons.
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La viscosité mesurée (mPa/s)a donné une valeur minimale de 10,5(Activia), allant
jusqu’au 13,5(Ramdy).
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Figure 05 : histogramme représentatif des viscosités des échantillons.

Les valeurs de la densité testé sur 12 échantillons du yaourt commercialisé a sa
production, oscillent entre 1,25(minimale) pour I’échantillon E1 (Sommame 1), et 5.65
(max) pour L’échantillon LFA 2.
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Figure 06 : histogramme représentatif des densités des échantillons.

La quantité d’azote totale marquée était cernée entre 3,22g/1 pour I’échantillon E10
(P.NOVA) et 5,24 pour LFA.2.
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N.total (g/1)

Figure 07: histogramme représentatif des N totales des échantillons.

Le dosage des protéines, a montré que la quantité la plus élevée, était enregistrée
pour 1’échantillon LFA. 2. Tandis que la valeur minimale a ét¢ marqué chez E1 (Somam 1).

Prt (g/1)
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Figure 08: histogramme représentatif des protéines des échantillons.

Il est a signaler que I’ensemble des pots des échantillons, y compris les laits fermentés

acidifiés LFA 1 et LFA 2, inspecté a I’ceil, étaient exempt de tous défauts de fabrication :

défaut d’emballage, gonflement, ouverture des pots, odeur suspecte ou formation des

grumeaux ; signe de synérese.
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I-1-1-PH :

La législation sur le pH final des laits fermentes et des yaourts, differe d’un pays a
I’autre (Corrieu et Luquet, 2005).Beaucoup de pays expriment 1’acidité du yaourt
directement par le pH final (pH< 4,6 pourl’Espagne, pH < 4,5 pour les Pays-Bas,
I’Australie et le Mexique), d’autres pays définissentl’acidit¢ du yaourt en termes de
pourcentage exprimé en acide lactique (< 0,7% pour laBelgique, < 0,8% pour le Canada et
< 0,9% pour les Etats-Unis) ou par gramme d’acidelactique par 100 grammes de yaourt (>
0,7 pour la France, le Portugal et 1’Italie, 0,8 pour la Tunisie) (Béar et Corrieu ;1998.
Corrieu et Luquet, 2005).

Dans les laits fermentés, particuliérement, les yaourts, la cinétique d’acidification des
deux espéces lactiques, est d’évolution différente, voir méme contradictoire (Angelovetal.,
2009). Ce trait, est lié aux caractéristiques physiologiques, biochimiques des deux espéces
lactiques utilisées :

L’espéce Streptococcus thermophillus, ayant une vitesse élevée d’acidification
(Meribaiet al., 2010), contrairement a 1’espéce Lactobacillus bulgaricus, ayant une
cinétique d’acidification relativement lente et un pH optimum de croissance, au tour de
04,90 (Courieu et Luquet, 2008). Alors que I’espéce St Th est dotée d’uréase ce qui lui
confere un effet tampon contre I’acidit¢ du milieu fermentaire d’ou un survie en milieu
acide. Meribai et al., (2015 ; 2016) Sachant que, la température relative du processus
fermentaire du yaourt, est de 45°C, proche de I’optimale pour les deux espéces lactiques
(Béal et Corrieu, 1991).

Selon, (Tabasco et al., 2007), une température de 45°C pour I’isolement et
I’incubation des Streptococcus thermophilusa été recommandée, Cependant; certains
auteurs  ( Degeestet al., 2002; Tabasco et al., 2007);ont conclu que I’espéce
Streptococcus thermophilus, en culture mixte, exige une température optimale située entre:
42°C et 46°C. Le pH du yaourt, est proche de celui du suc gastrique, ce caractere, permet
la survie de cette flore lactique thermophile, lors de son passage gastrique, d’ou I’effet

probiotique espére.
Il -1-2-L’acidité :

I 'y a 2 organismes vivants que 1’on retrouve habituellement dans le
yaourt: Lactobacillus delbrueckiisub sp. bulgaricus et Streptococcus salivariu ssub sp.
Thermophilus.Lactobacillus bulgaricus apporte essentiellement de [Dacidité. 11 se

développe bien a une température allant de 47 a 50 °C.Streptococcus thermophilus est
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moins acidifiant que la précédente; il développe davantage 1’arome. Il se développe a une
température allant de 42 a 45 °C, mais croit encore a 50 °C.D’autres cultures sont
également parfois utilisées: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei et Bifidobacterium longum, Bifidobacterium lactis.Les bactéries du yaourt sont
capables de traverser sans dommage 1’estomac pour s’installer dans l’intestin ou elles
aident a la digestion.. Elles favorisent la guérison de la diarrhée, tant chez 1’adulte quechez
I’enfant. Renforcement des défenses immunitaires, diminution de 1’inflammation du colon

(maladie de Crohn).

les ferments du yaourt transforment le lactose (un sucre présent dans le lait) en acide
lactique (donnant au yaourt sa consistance spécifique) au cours du processus de
fermentation. L’acide lactique du yaourt amene le pH du lait de 6,8 a 4,5 pour le yaourt.
Cette acidité évite le développement de bactéries pathogenes ,Cette fermentation ne ,peut
se derouler, qu’a une certaine température: trop froid (moins de 37 °C), les bactéries ne
travaillent pas; trop chaud (plus de 55 °C), elles sont détruites. Selon que I’on privilégie

I’acidité ou I’arbme, il faut:

= privilégier 'une ou I’autre souche: Streptococcus ou Lactobacillus

» la température d’incubation: de 40 a 42 °C: on favorise I’ardme (Streptococcus). Entre
45 et 46 °C, on favorise 1’acidité (Lactobacillus)

= privilégier un levain jeune: yaourt doux et aromatique ou privilégier un levain plus agé

pour obtenir un yaourt acide(Ashraf. et Smith ,2015)
Il -1-3-La viscosité :

Le yaourt est défini comme, un fluide viscoélastique, il possede, a la fois les
propriétés visqueuses d’un liquide et les propriétés €lastiques d’un solide. La viscosité du
produit cryoconservé, dépend de la vitesse d’écoulement ou de la force entre les molécules
dans le fluide et I’interface du tube capillaire. La viscosité intrinseque du yaourt est liée
aussi a sa densité(plus la densité est faible plus le yaourt est pauvre en éléments et
visqueux). Les changements de la viscosité, semblent en fonction de la marque
d’échantillon analysé, sa composition, son mode de préparation: En général les douze
échantillons du yaourt étudiés, possedent une viscosité cernée entre 13.5 (max) échantillon
08 Ramdy et 9.75 (min) pour 1’échantillon 06 Battouche. (Zisu et Shah, 2003) ont étudiés,
I’effet de la température, du pH et de la supplémentation en protéines, sur la production des

exopolysaccharides, responsables de la viscosité, par [’espéce Streptococcus
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thermophilus1275, les différentes combinaisons entre ces parameétres, ont montré; que les
plus grandes quantités des EPS ont été produites a pH: 04,08 et a 37°C, et a 40°C,
contrairement a 1’effet du pH, la température élevée de 45°C, avait diminué la production

des EPS.

Il -1-4-L’azote totale :

Premiérement relevons le fait que la détermination de I'azote d'un milieu protidique
permet de connaitre la proportion de protéines de ce milieu. La méthode utilisée est celle
décrite par Kjeldahl en 1883 (voir annexe 2). Conventionnellement, on admet que toutes
les protéines renferment 16% d'azote et on utilise le coefficient 6.25 pour passer de l'azote
total aux protéines. Cette méthode a deux limites :

- D'une part la teneur en azote des protéines varie de 14 4 18% ;

- D'autre part, l'azote peut avoir une origine, par exemple origine ammoniacal, origine
amide, etc.

Malgré cela, cette convention est pratique est tres utilisée. Le dosage s'effectue en deux
temps :

- La matiere organique est attaquée par I'acide sulfurique concentré, et en présence de
catalyseur I'azote passe a I'état d'ion ammonium (c'est la minéralisation);

- L'ammoniaque est déplacée par la soude, base plus forte. Par chauffage, elle distille avec
I'eau. L'ammoniaque est recueillie dans la solution d'acide borique et dosée par une

solution d'acide sulfurique diluée et de titre bien connu.
Il -1.5- Les protéines

Les bactéries lactiques produisent des enzymes qui hydrolysent partiellement les
protéines du lait. Ainsi, Poznanski et al ;(1965) ont rapporté une dégradation de la caséine
par une protéase et une peptidase provenant respectivement de Lactobacillus bulgaricuset
Streptococcus thermophilus.De ce fait, un yaourt contient plus de peptides et d'acides
aminés libres que le lait Rasic et al ;( 1971). 1l est généralement admis que la préhydrolyse
des caséines améliore la digestibilité des protéines du yaourt. d’ou, leur valeur biologique
Breslaw et Kleyn(1973). En outre, il a été montré chez le porc miniature Gaudichon et
al ;(1994) et chez I'nomme Mahé et al ;(1994)que la digestibilité des protéines de lait
n'était pas différente, qu'il s'agisse d'un lait ou d'un yaourt. Le taux de préhydrolyse des
caséines du yaourt est en fait minime. Il existe cependant une différence dans le processus

de digestion des protéines de lait et de yaourt. Celle-ci réside au niveau gastrique, comme
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I'ont montré de récents travaux réalisés chez des sujets sains, munis d'une sonde intestinale
Mahé et al ;(1994).La vitesse de libération des protéines dans l'intestin est plus lente et
plus réguliére, comparée a la vitesse de vidange des protéines de lait. C'est donc la
cinétique de la vidange gastrique qui est modifiée, ce qui se répercute logiquement sur la
cinétique d'apport d'acides aminés dans le sang portal. Cette cinétique est plus progressive
dans le cas d'un yaourt sans que la digestibilité globale soit affectée(les protéines

alimentaires apportent de I’azote et des acides aminés indispensables).

Il -2-Résultats des analyses microbiologiques

Tableau n 07: Résultats des analyses microbiologiques

Flores/ Résultats Normes de
UFC*/g références -
JO : 35/1998
Levures et moisissures | 03, 2 <100
F.T.AM 07,2 <10
Coliformes totaux Absence <10
Coliformes fécaux Absence <l
Streptocoques Absence
du groupe D
Clostridium sulfito- Absence
reducteur
Pseudomonas Sp Absence
Salmonella Sp Absence Absence
Staphylococcus Sp Absence <10

Les analyses microbiologiques ont montré I’absence totale des bactéries pathogenes

Se qui signifie les bonnes qualités alimentaires et organoleptiques de notre échantillons.
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Il -3-Résultats des dénombrements des levains lactiques

thermophiles

Tableau n 08 : illustrant les résultats des dénombrements des flores caractéristiques du

yaourt
Ech label M17 MRS

E.O1 Somam 1
E.02 Somam 2 10° 05,5 X10*
E.03 Activia 06,6 X 10° 07 X10*
E.04 Bingo 07,8 X 10° 04,5 X10*
E.05 Danone 03,45 X 10° | 05 X10*
E.06 Batouche 03,75 X 10° | 02,75 X10"
E.07 Treéfle 05,85 X 10° | 01,27 X10*
E.08 Ramdy 04,5 X 10° 03,32 X10*
E.09 Hodna 02,42 X 10° | 01,75 X10*
E.10 P. Nova 02,85 X 10° | 9,2 X10""
E.11 LFA. 1 07,26 X 10° | 2,57 X10*
E.12 LFA. 2 08,5 X 10° | 05,4X10*

Les résultats des dénombrements sur milieuM17 montrent que E12 (LFA. 2) porte
le plus grand nombre des flores caractéristiques du yaourt (Streptococcus thermophilus)
tandis qu’E03 (Activia) porte le plus faible nombre et elles sont absents dans E01 (Somam
1).

flore
x 10

u flore

Figure 09: histogramme représentatif des flores dénombrées surM17

Les résultats des dénombrements sur milieuMRS montrent que E10(P. Nova) porte
le plus grand nombre des flores caractéristiques du yaourt (Lactobacillus bulgaricus),
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tandis que EQ7(Trefle) porte le plus faible nombre et elles etaient .totalement absentes
dans EO1 (Somam 1).
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Figurel0: histogramme représentatif des flores denombrées sur MRS.

De facon genérale, et pour I’ensemble des échantillons nous,avons noté une
prédominance des especes Streptococcus thermophilus sur M17 on comparison avec les
Lactobacillus bulgaricus sur MRS

Streptococcus thermophilus est 1’une des espéces lactiques, thermophiles,

homofermentaires, les plus utilisées en industrie laitiere EI Sharoud et al ;(2013), la
seconde, apres 1’espece lactique mésophile Lactococcus lactis Hols et al ;( 2005).

La seule espéce lactique dotée d’activité uréasique Moraet al ;( 2004) ; Zotta et
al ;(2008) ; El- Sharoud et al ;(2013).

L’espéce assure, en culture mixte, a lui seule, une cinétique d’acidification rapide,
par conversion du lactose en lactate Meribai et al ;(2010). Sécrétion des
exopolysaccharides Wu et al ;(2014) ; Mostefaoui et al ;(2015) Synthése des vitamines,
dont I’acide folique (lyer et al,2010). La production des composés aromatiques, dont
I’acétaldéhyde Chavez et al ;(2003) ; Benaama et al ;(2011).

Traditionnellement 1’espéce est utilisée en culture mixte ; en co-culture avec des
lactobacilles thermophiles et certaines especes Bifidobacterium sp Oliveira et al ;(2009) ;
Al meida et al ;(2009). Dans les yaourts, en co- culture avec 1’espéce Lactobacillus
bulgaricus Courtin et Rul ;(2004) ; Angelov et al ;(2009). Dans certains fromages en co-

culture avec Lactobacillus helviticus a I’exemple des fromages a pate cuite : 1’emmental,
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gruyére et grana. Bernardeau et al ;(2008). Aussi dans des fromages Italiens type : Mozzarella et les
fromages Swiss type :Emmental lyer et al ;(2010) ; Gezginc et al ;(2013).

L’espéceayant la présomption d'innocuité (GRAS), statut proposé par l'autorité
européenne de la sécurité des aliments (Delorme 2008).L’acétaldéhyde est reconnu
comme 1’ardme majeur des laits fermentés acidifiés Ott et al ;(2000) ; Valero et al
;(2001), des yaourts Chavez et al ;(2002) et de certains fromages Ott et al ;(1997).

La production du yaourt, résulte de 1’association des deux espéces thermophiles,
Streptococcus thermophilus espece ayant le statut G.R.A.S (Generally Recognised As
Safe) Delorme (2008);Lactobacillus bulgaricus espéce thermophile, anaérobie, reconnue
aussi parmi les espéces lactiques ayant le statut GRAS Bernardeau et al ;(2008), ces
derniéres doivent étres ensemencées simultanément et se trouvent vivantes, a un taux
supérieur a 10%ufc/g (unité formant colonie), jusqu'a la date limite de consommation
(D.L.C).

Il -4- Exploration In Vitro d’antagonisme entre isolats lactiques
et souches pathogénes

a-Entre souches lactiques et souches pathogénes a Gram positif

L’antagonisme microbien entre le SBA, neutralisé, dirigé contre des souches
indicatrices pathogenes a donné des ZI, illustrées dans le tableauQ9, et la figurel2, allant de
6 mm (contre Staphilococcus aureus), suivi de 13.mm (contre Bacillus cereus) al9mm
(contre Enterococcus faecalis)

Tablea09: Diamétres en (mm) des zones d’inhibition (Z.I) obtenues avec des souches
cibles pathogénes a Gram positif.

Souche lactique (SBA) Souche pathogéne ¢ (mm)
S3 Staphylococcus aureus(10) 8
S5 Staphylococcus aureus(10) 7
S8 Staphylococcus aureus(10) 6
S5 Bacillus cereus(2) 13
S9 Buacillus cereus(2) 10
S3 Enterococcus faecalis (3) 6
S8 Enterococcus faecalis(3) 19
S9 Enterococcus faecalis(3) 7
S5 Micrococcus lutus(19) 10
S8 Micrococcus lutus(19) 6
S9 Micrococcus lutus(19) 8
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Figurell: Histogramme représentatif des Z.1 (mm) apres effet inhibiteur des LAB dirigé
contre les souches pathogénes a Gram®

Figure 12:Zones d’inhibition entre les souches lactiques et les
procaryotes pathogenes a paroi Gram +.

b-Entre souches lactiques et souches pathogenes a Gram négatif

Les interactions entre le SBA, neutralisé, et les souches pathogenes, ont exhibé des
zones d’inhibition allant de10mm (contreE. Coli et Pseudomonas aeruginosa)), suivi

de7mm (contre Proteus mirabilis) a une ZI de 5 mm (entre SBA et Proteus mirabilis)

Le tableau 10 et la figure 14 récapitulent les diamétres des ZI dirigées contre les
souches pathogénes a Gram'.
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TableaulO:Antagonisme des(zones d’inhibition en mm) dirigé contre les souches pathogénes
a Gram négatif.

Souche lactique (SBA) Souches pathogénes ¢ (mm)
S8 Proteus mirabilis(4) 7
S9 Proteus mirabilis(4) 5
S5 E. coli(9) 10
S8 E. coli(9)
S3 Salmonella typhimurium(7)
S5 Salmonella typhimurium(7)
S3 Pseudomonas aeruginosa(8) 10
S5 Pseudomonas aeruginosa(8) 7
¢ (mm)
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Figure 13: Histogramme représentatif des Z.1 (mm) apres effet inhibiteur des LAB dirigé
contre les souches pathogenes a Gram’

Figurel4:Zones d’inhibition entre les souches lactiques
et les nrocarvotes nathoaénes a naroi Gram -.
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c-Entre souches lactiques et souches pathogénes eucaryotes

Le diametre maximal noté apres interaction entre la souche S8 et Candida albicansest
9mm, tandis que celui de I’interaction entre la souche S9etCandida albicans est 6 mm.

Le tableau 11 et la figure 16 représentent les zones d’inhibition vis-a-Vvis les
eucaryotes

Tableau nl1l: Tableau représentatif des zones d’inhibition entre isolats lactiques et souches
eucaryotes (levure).

Suoche lactique Souche pathogéne ¢ (mm)
(SBA)

S8 Candida albicans(11) 9

S9 Candida albicans (11) 6

¢ (mm)

[y
o

B (mm)

O R N W H UILO N OO
1

S8 S9

Figurel5: Histogramme représentatif des Z.1 (mm) aprés effet inhibiteur des LAB dirigé
contre les souches eucaryotesb(levure)

Figurel6: Illustration du pouvoir inhibiteur sur M.H (g en mm)
dirigé contre des souches eucaryotes(levure)

38



Chapitre 11 : Résultats et discussion

Il -5- Résultats d’activité antimicrobienne relative aux especes
Streptocoques thermophiles

L’effet inhibiteur, du SBA, semble souche streptocoque dépendant, et il differe
d’une souche cible a une autre. La souche la plus performante avec les meilleures zones
d’inhibition, était S8 avec 19 mm de diamétre contre la souche indicatrice (pathogene)
Entero coccus faecalis. La souche la moins performante, S9, avait un diamétre de 5 mm
contre Proteus mirabilis .

L’espece est connue, pour ses productions des bactériocines , ayant large spectre

d’action, contre les Gram (+) et Gram (—) et méme, contre les eucaryotes (levures et
champignons).
Les résultats des interactions, indiquent I’existence des substances inhibitrices
(métabolites) produites dans le surnageant: SBA, du lait écréméreconstitué par les souches
streptocoques lactiques .Cependant, 1’ensemble des souches, ne présente pas le méme
spectre d’action vis-a- vis des bactéries pathogeénes.

La meilleure zone d’inhibition (19mm de diamétre) a été observée pour la souche
S8 contre Enterococcus faecalis tandis que le plus petit diamétre d’inhibition est de5Smm, a
été observe pour la souche S9 contre Proteus mirabilis.

L’activité inhibitrice (antimicrobienne) des bactéries lactiques, est peut étre
attribuée a plusieurs substances (métabolites), ayant des propriétés antimicrobiennes
(Dortu et Thonart, 2009). Cependant, I’apparition des zones d’inhibition dans le milieu,
ne peut confirmer, a elle seule, que nos souches lactiques sont bactériocinogénes, ces zones
inhibitrices, peuvent étre attribuées, a I’acidification du milieu (Desmazeaud, 1983).

En outre, I’activité inhibitrice des bactéries lactiques, peut €tre attribuée, a plusieurs
autres substances telles, le CO, le peroxyde d’hydrogéne (H,0), le diacétyle Navarro et
al., 2000; Rodriguez et al ;(2002); Aslam et Qazi, (2010).

Plusieurs facteurs, peuvent avoir, un effet sur la production de bactériocines tels
que: la souche productrice, la température, le pH et la composition du milieu Abriouel et
al., 2001; Mataragas et al ;(2003). Les facteurs supplémentaires ajoutés dans le milieu de
culture, tel le glucose, le magnésium, ainsi que les conditions de culture, peuvent
également affecter la production des bactériocines. En effet, la production de bactériocines
peut étre augmentée si la cellule productrice est stressée, du point de vue nutritionnel ou
écologique (Riley et Chavan, 2007).

De plus, il a été observé que, ’effet inhibiteur, des souches lactiques, était
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significativement différent selon le type de la paroi Gram, paradoxalement, il est plus
important contre les bactéries indicatrices & Gram™ que contre celles a Gram®.

En regle générale, les bactériocines des bactéries lactiques, ne sont pas actives contre les
bactéries a Gram". Ceci est peut-étre da a la différence dans 1’épaisseur et la composition
de la paroi cellulaire des bactéries Gram™ et Gram'. Toutefois, certaines études ont suggéré
qu'un changement des propriétés de perméabilité de la membrane externe suite a certains
traitements utilisés en combinaison avec des bactériocines ou encore des conditions de
stress rendraient les bactéries Gram™ sensibles aux bactériocines (Abee 1995; Cintas et
al.,2001; Deegan et al,(2006).

Les bactéries a Gram positif sont généralement plus sensibles a 1’effet bactéricide
des bactéries lactiques (Onda et al., 2003).Les bactériocines sont, surtout, actives sur les
pathogénes & Gram™ et agissent en formant des pores dans la membrane cytoplasmique qui
entrainent des perturbations des fonctions cellulaires (Biswas et al, 1991).

En outre, Thuahault et al ;(1991); Jack et al;(1995);0nda et al;(2003)
confirment que les bactéries Gram® sont plus sensibles a I’effet bactéricide ou
bactériostatique des bactéries lactiques. Ceci laisse suggérer, que nos souches lactiques, ont
agit par, des bactériocines inhabituelles voir atypiques ou par un mécanisme autre que la
production de bactériocines, ce qui n’exclut pas la production d’acides organiques, de
peroxyde d’hydrogéne, de diacétyle et d’autres composés aromatiques et/ou substance
inhibitrices (Deegan et al., 2006).
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Conclusion :

La production de laits fermentés (yaourts) 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 a sa transformation
par des micro-organismes, les bactéries lactiques ; en second lieu, des facteurs d’ordre
technologique, liés a la mise en ceuvre de différentes opérations unitaires. Cette complexité
permet des combinaisons trés diverses, ce qui aboutit a 1’élaboration de produits tres
variés.

Les contraintes de la qualité, a la fois physico-chimiques, hygiénique,
organoleptique et nutritionnelles, doivent, en outre, impérativement étre prises en compte.

Notre étude portée sur douze échantillons du yaourt industriel, dont deux sont des
laits fermenté acidifiés :

Les testes physico-chimiques ont montré, leur conformité aux normes requises,sauf
une faible viscosité enregistrée pour certains échantillons (E6) et (9.75) et échantillons (5)
(10).

L’évaluation de la qualité microbiologique, pour I’ensemble des échantillons, a
montré leur bonne qualité bactériologique et leur conformité aux normes nationales.

Les dénombrements des LAB, ont montré une prédominance des especes
Streptococcus thermophilus ,ceci semble relatif aux caractéres physiologiques,
biochimiques et génétiques de 1’espece.

Les différents tests d’antagonisme, conduit sur le milieu Muller-Hinton, ont montré,
des effets inhibiteurs des surnageant bruts actifs, relatifs aux isolats lactiques, contre des
souches cibles, a Gram positif(S8), négatif(S3et S5)et méme contre la levure pathogene
Candida albicans(11), ce qui a prouvé que nos souches, sont productrices de métabolites
bioactifs, ayant large spectre d’activité contre des Procaryotes et des Eucaryotes,ceci ouvre
les perspectives pour leur expérimentation et/ou exploitation dans la conservation des

aliments.
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Perspectives

La présente ¢tude n’est qu’une contribution et les résultats rapportés, ne sont que partiels
et primordiaux, ces derniers, ouvrant des perspectives en domaine de recherche
fondamentale (académique) et appliquée, méritent d’étre approfondis, surtout par
réalisation des étapes suivantes :

- Elargissement d’effectif des échantillons des yaourts industriels et traditionnels

Identification des souches lactiques thermophiles par la technique PCR
(Amplification des régions d’ADN ITS et 16s).

Dosage comparatif des composés aromatiques (notamment le diacétyle
et I’acétaldéhyde) dans les différentes marques des échantillons par la technique
HPLC.

- Exploration comparative, des potentialités aromatiques, en culture pure et mixte, en
présence des espéces lactiques thermophiles et mésophiles, sur différents systemes de
fermentation industrielle.

- Reéalisation des investigations, en vue d’extraction, purification et caractérisation

d’éventuelles bactériocines a partir des souches lactiques dénombrées.
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Les Annexes

Annexes | :

1. Matériel lourd : Tout le matériel lourd utilisé durant cette étude est présenté dans le tableau
suivant :

Matériel Référence (marque)
Hotte microbiologique STERIL-GEMINI (ltaly)
Etuve Memmert (Germany)
Autoclave SANOCLAV LaM-3-20-ECZ-J
Microscope optique OPTIKA B-350 (Italy)
Hotte chimique EQUEIP LABO
Bain marie Memmert (Germany)
pH métre Inolab pH 730 (Germany)
Distillateur Buchl Distillation Unit K-350 (Switzer
land)
Réfrigérateur / Congélateur Samsung®, Algérie
Vortex Fisher Scientific FB 15024
Agitateur magnétique AGIMATIC-E
plaque chauffante
Bec benzéne électrique INTEGRA Biosciences®, model
FIREBOY eco, BecBenzén
Densitometre ThermolactodensitométerLauda®, model
TD1C at 20°C
Conductimétre Tertracon®325 (Allemagne)
viscosimetre viscosimétre (RION VISCOTESTER VT-
03F- Chine).
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2. Matériel léger et accessoires

Les accessoires, matériel 1éger, produits chimiques et réactifs utilisés sont présentés dans le

tableau 2 suivant :

Accessoires Verrerie Solvants Colorants et Sels et tampons
réactifs
Anses de platine, Béchers, Alcools (éthanol | Phénolphtaléine, NacCl,
Boites de Pétri, Entonnoirs, a95°), Bleu de NaOH,
Cuillere, Eprouvette Glycérol, méthyléne,
Distributeur, graduées, Tween 80 Violet de
Micropipette, Erlenmeyers, Gentiane,
Ecouvillon, Fioles Jaugé, Lugol, Fushine,
Pince, Flacons, Huile a émersion,
Rubans de Lames/lamelles,
paraffine, Pipettes graduées,
Scotch Pipettes Pasteur,

Tubes a essai
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3. Materiel biologique

Souche indicatrices et de references

Milieux de culture(2)
Ilustratif de composition de différents milieux de culture.

Milieu de culture | Composition | pH
Milieux solides
Gélose MRS. Polypeptone.........cooevviiiiiiiie, 109
Extraitde viande......................oon 10g
Extraitdelevure..............c.ooooiiiiiil. 059 05,9
GIUCOSE. ..., 20g
Tween 80.....ccovvviiiiiiiie e, 01,08ml
Phosphate bipotassique........................... 029
Acétate de sodium trihydraté.................... 05g
Citrate d'ammonium..................ooeeevnn.e. 029
Sulfate de magnésium......................... 0,059
Al e, 15,009
Gélose M17. TIYPIONE...ceiiiiie e 02,59 ND
Peptone pepsique de viande.............cc.co..... 025¢g
Peptone papainique de soja...........cccceeueene.. 050¢9
Extrait autolytique de levure........................ 025¢g
Extrait de viande...........cccocceevvevieiniieseeen, 05,09
LaCIOSE....ccceeeeeeee e 05,049
Glycérophosphate de sodium................... 1909
Sulfate de magnésium..........cccceveerrrnnne. 0,259
Acide ascorbique. ........cceecveevieeiiieniieiiee 0,509
AQA. . i 15,09
Mueller Hinton Hydrolysat acide de caséine....................... 17,59 07.3
(MH). Extrait de viande..................coooii 03g
Amidon.............ooviiiiiis e 01,59
AGAT o 0169

Bouillon MRS. DeXtIOSe. . vt 20g 05,9
Peptone bactériologies..................cooeee. 10g
Extraitde beeuf.................oooo 08g
Acétate de sodium....................oeeenen .05¢
Extraitde levure...............c.coooeiiinneL. 049
Phosphate di potassique...............ccoceenenes 029
Citrate d’ammonium..................coeeevnnnnn. 029
Tween 80......ovviviiiiiiiii 01ml
Sulfate de magnésium........................... 0.2¢g
Sulfate de manganeése.......................... 0.05¢g
Saccharose........oovvvviiiiiiiiiii 5¢
Bouillon M17. | Tryptone........ccovueeeiiiiiiiiiieaeanennn. 02.5¢ ND
Peptone pepsique de viande..................... 02.59
Peptone papainique de soja..................... 05.0g
Extraitde viande..................cooiiiennL. 05.0g
Extrait autolytique de levure................... 02.59
Acideascorbique...............ooeviiiiiiiiinnn 0.59
Glycérophosphate de sodium................... 19¢
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Sulfate de magnésium.......................... 0.25¢
Bouillon ceeur- Protéose-peptone...........cceveviiiiinininnnnnn. 10g 7.4
cervelle. Infusion de cervelle de veau................... 12.5g
Infusion de cceur de beeuf.........................050
Chlorure de sodium.................ccovvinnne. 05¢
Hydrogénophosphate de sodium................ 02.5
GIUCOSE. ... 029
Eau Chlorure de sodium............cc.oooooiiiiiia... 099 ND
physiologique. Eaudistillée................cooeiiiiini, 1000ml
Eau peptonnée Sodium Glycérophosphate..................... 19.0g ND
Peptone de soja..........ccoeviiiiiiiiiiinnn.. 05.0g
Extrait de viande....................ocoiii 05.0g
Lactose....covvviiiiiii e 05.0g
Peptone de viande..................ooeiiinee.n. 02.5¢
Peptone de caséine.................ceevevnn.. 02.5¢
Extraitde levure................oooiiiiiiini. 02.5¢
Acide ascorbique.............ccooiiiiinn. 0.5g
Sulfate de magnésium........................ 0.25g
Agar bactériologique.......................... 12.75¢
Lait écrémé Poudre du lait écréme........................ 100.00g ND
reconstitué Eau distillée.............c.cooiiiiiin. 1000.00 ml
Bouillon nutritif | Extraitde levure..........................c..e. 04g ND
Tryptone.....ocovvivniiii i 059
GlUCOSE. . e, 50.0g
Dihydrogénophosphate de potassium.....0.55¢
Chlorure de potassium..................... 0.425¢g
Chlorure de calcium........................ 0.125¢
Sulfate de magnésium...................... 0.125¢g
Chlorure ferrique.............cccceeeen. 0.0025¢g
Sulfate de manganése.................... 0.0025¢g
Vert de bromocrésol........................ 0.022¢g

ND*: Non Déterminé
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Annexe Il :
Mode opératoire de dosage du taux de protéine par la méthode de Kjeldahl

- Minéralisation

L’¢échantillon (la prise d’essai est de 0,5g pour la poudre de lait etlg pour le yaourt) est
introduit dans le tube de minéralisation (matras de 250ml) puis sont ajoutés, ce qui suit :

- deux comprimés kjeltabs (pour accroitre la vitesse de conversion des matiéres azotés en
sulfate d’ammonium);

- 15ml d’acide sulfurique trés concentré (95%-98%);

Aprés avoir homogénéisé le contenu du matras, positionner le collecteur de fumées sur les
matras et activer le scrubber. Les matras sont ensuite transférés sur le minéralisateur
préchauffé a 420°c

La minéralisation dure 1h05mn, le minéralisat doit étre limpide et exempt de matiere non
digérée. Apres le refroidissement (15 a 20mn), le tube de minéralisation est placé sur le
support du distillateur.

NB : le blanc doit étre fait dans les conditions que les échantillons a analyser, avec 0,85g de

saccharose, deux comprimés kjeltabs, Sml d’eau distillée et 15ml d’acide sulfurique.

- Distillation

Le contenu du matras est dilué¢ avec 80ml d’eau distillée, puis alcaliniser avec 70 ml de soude
a 40%.

Le distillat est récupéré dans un erlen Meyer de 250ml, contenant 50 ml d’acide borique
(H3BO03 a 4%) destiné a fixer ’ammoniac

- Titrageacido-basique

I’ammoniaque piégé par 1’acide borique contenu dans I’erlen Meyer est titrée par un acide
(HCI a 0,1N). L'ammoniaque augmente le pH de la solution et la quantite d'HCI rajoutée
pour revenir au pH initial, détectée par l'utilisation d'un indicateur coloré (la couleur vire du
bleu au rose), est proportionnelle a la quantité d'ammoniaque. Le volume de 1’acide est noté

a 0,5ml pres.
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Annexe Il :

Exploration In Vitro d’antagonisme entre isolats lactiques et souches pathogéenes

On distribue un volume de 18ml du milieu Mueller Hinton (MH) autoclavé, qui sert
comme support des interactions, dans des boites Pétri stériles et on ajoute un volume de
bactéries indicatrices (préalablement réactivées) par deux méthodes soit par inondation,
soit par écouvillonnage et on laisse diffuser 2 a 3 heures sous hotte microbiologique.

On dépose aseptiquement 4 disques du papier Watman sur la surface de la gélose
MH et on les imbibe d’un volume delOul du surnageant brut actif (SBA) du milieu de
culture de la souche lactique a I’aide d’une micropipette. On laisse diffuser 1h puis on les
incube a 37°C pendant 48H.
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Annexe VI : les textes législatif relatifs au normes de qualité du yaourt
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