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Introduction

La fabrication dcs laits fermentés remonie a la haute antiquité, surtout celle de yaourt.
Ce produit a connu un grand essor dans le monde au cours de ces derniéres décennies et sa
consomination ne cesse de s’accroitre en raison de son cofit, de ses variétés (nature, parfumé,
au fruit..., etc.), de son goiit et de son degré de digestibilité¢ (20 a 50% supérieur a celui du
lait).

Les industries laitiéres veillent a I’amélioration de la qualité sanitaire et organoleptique
de ses produits pour satisfaire sa clientéle, en donnant une grande importance au :

Lait en tant que 1natiére premiére & sa composition et sa teneur en facteurs de croissance
exigés par les ferments ct les éléments nutritifs nécessaires pour le consommateur. |

Le ferment, doit étre composé de souches sélectionnées et obéir aux propriétés
technologiques désirées, c’est pourquoi, il est indispensable de connaitre leurs aptitﬁdés a
utiliser les composants du lait.

C’est dans cette aptique que nous nous somumes proposées d”investir nos connaissances.
Notre travail se compose de deux partis :

La premicre bil liographique, va faire le pomt de connaissance sur les ferments
thermophiles, le yaourt, sa technologie de fabrication et sa microbiologie.

La seconde, expérimentale dont P'objectif est I"étudc de quelques propriétés
technologiques du ferment thermophile a savoir ['aptitude acidifiante. protéolytique,
texturante, I’aptitude de résister a quelques antibiotiques et également la mise en évidence d’un
pouvoir antagoniste vis-a-vis de deux entérobactéries ( Salmonellu ct I:.coli).

D’autre part notre étude a été effectuée sur le controle de la qualité physico-chimique du
lait et du yaourt et la qualité microbiologique des deux matieres premiéres (lait et 1’eau) et le
yaourt comme produit {:ni.

Nous avons éga'ement procédé a un controle de la qualite organoleptique du yaourt

étuvé par un test de déguistation.






Chapitre |

Les ferments lactiques

Tableau[X: Principaux caractéres de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

DE ROISSART,( 1986 in LEVEAU, 1993 ).

Caractéres genotypiques

Glucose, galactose, lactose

Saccharose, ma:tose, pentose et mannitol

Contenu de I’ADN en C+G 50%
Caractéres phénotypiques
Isomeére de I’acide lactique D (-)
Groupe sérologique E
Exigences nutritives :
Riboflavine +
Vitamine B12 -
Pyridoxal -
Température de croissance :
15°C )
45°C i
Hydrolyse de I' arginine -
Production d’acide lactique dans le lait 5-1.8%
Sucres fermeniés :

_{_

: Résultat pos uf
: Résultat négatif
: Dextrogyre
: Cytosine

: Guanine

Qg
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Chapitre 1 Les ferments lactiques

1.3.2. Streptococcus salivarus subsp.thermophilus :

C’est une coque, Gram +, homofermentaire, elle se développe parfaitement a 40 - 50°C,
thermorésistante , elle résiste a 65°C pendant 30 minutes. Cette bactérie est moins acidifiante,
trés sensible aux antibiotiques BADECHE,( 1986).

Elle possede une activité¢ fermentaire le plus sauvent réduite a quelques sucres. ( Lactose,
glucose et saccharose ), et une forte sensibilité au NaCl HARDIE, (1986 in LEVEAU et
al.,1993).

Elles apparaissent comme des cellules sphériques ou ovoides (0.7 — 0.9 um de diameétre),
en paire ou en longue chaine, la longueur est typique durant la phase de croissance. Un
polymorphisme peut étre observé quand les cultures dgées tendent a se détruire avec une trés
large fusiforme Anonyme ,( 1982). (\gum tohfzom I1 ) -

. a. Classification :

Streptococcus  salivarus  subsp.thermophilus — appartient au : genre  Sireplococcus
homofermentaires (utilisent la glycolyse comme voie fermentaire). Anonyme,( 1982)

b. Ecologie

C’est une bactérie streptocoque typique du lait et produits laitiers, et elle est
accidentellement isolée d’autres foyers ; on peut I’isoler également du lait chauffé a 45 - 50°C

ou du lait pasteuris¢ LEVEAU,( 1993).

TableauTR: Les principaux caractéres de Streptococcus salivarus subsp. themophifus

GUIRAUD,( 1998) et DE ROISSART,(1986 in HERMIER et al., 1992)

Caractéres génotypiques

Contenu de I’ADN en C+G —_r 40%
Caracteres phénotypiques
- Isomere de ’acide lac tique L(+)
- Groupe sérologique . Ab_ence d’antigéne de groupe

- Croissance a :

10°c -
40°¢c 4-
45°¢ +
- Résistance a 60°C /3Umin ' 1




Chapitre [ Les ferments lactiques

- Croissance en présense de 3% de NaCl Rarement en 2%
- Lait avec 0.1% de bleu de méthylene -
- Hydrolyse de I’argini:ie ‘ -
- Les sucres fermentés : |
- Fructose, Glucose, Lzctose et Saccharose (avec une

préférence remarquable des deux disaccharides)

-+

- Maltose, pentoses (xylose et arabinose) et raffinose

- Tréhalose, glycérol, mannitol et sorbitol -

+ : Résultat positif C : Cytosine
- : Résultat négatif G : Guanine
+ : réaction variable
I.4. Les différentes formes de ferments :
Les souches sont liviées sous différentes formes résumées par JERMIJA et al ., (1989)
I.4.1. Cultures liqu'des :
Contenant des mic: o-organismcs actifs, capables de croitre et se développer rapidement
aprés ensemencement s. les conditions de fabrication et de stockag: sont respectées.
Leur concentration est de Iordre de 10° germes/ml. L’inconvénient c’est qu’elles se
conservent mal.
1.4.2. Cultures lyophilisées :
Elles sont préparéec a base de cultures liquides additionnées ¢’un substrat protecteur pour
congeélation suivie d’unz sublimation.
L’avantage de cette culture, c’est qu’elle se conserve bien en particulier sans réfrigération.
La concentration es. de 10”4 10" bactéries /ml
1.4.3. Cultures concentrées :
Elles sont des cultures liquides concentrées avec centrifugatioin. En général, elles sont trés
actives avec une concentration de 10 & 10'% bactéries /ml
1.4.4. Cultures conCentrées congelées :
Leur préparation se .ait en rois phases :
- Culture avec 1eutralisation dans [’acide lactique en continu. On obtient une

concentration baztérienne de 10” a 10" bactéries /ml

-6~




Chapitre [ ' Les ferments lactliques

- Centrifugation en continu pour augmenter la densité bactérienne a 10" bactéries /ml
- Congélation et conservation a I’état congelé.
I.4.5. Cultures concsentrées lyophilisées :
La cutture liquide est concentrée par centrifugation, suivit d’une lyophilisation. Leur bonne
activité n’exige pas de culture intermédiaire et permet de les inoculer directement dans la cuve
du levain,

1.5. Les propriétés technologiques des ferments thermophiles du yaourt :

I.5.1. Aptitude acidifiante :

LAVOISIER, (1991‘), rapporte que trois critéres sont a vrendre en compte : la quantité, le
type et la vitesse de production de I’acide lactique.

La quantité de P’acidz lactique produite avec une coopération entre deux souches du yaourt
est plus élevée que cellc produite en culture pure des deux fermenis. Lacrobacillus bulgdricus
produit généralement 1’acide D(-) et Streptococcus thermophilus produit la forme L(+). Ainsi,
la quantit¢ du L(+) disponible dans le yaourt varie entre 50 et 70%. KUMATH et
KANDLER, (1980 in KAMESH et CHANDON, 1989).

Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus est fortement acidifiante, elle produit 1.5 a
1.8% d’acide lactique duns le lait SALMINEN et WRIGHT, (1993). Par contre Strepiococcus
salivarus subsp.thermophilus ne tolére pas une forte acidification, ainsi une production
impoitante d’acide lacti,ue inhibe la croissance de cette espece. BADECHE, (1986)

1.5.2. Aptitude aron:atisante :

D’aprées LEVEAU, (1993), D’acétaldéhyde est considérée comme I’arome majeur du
yaourt. Il est produit lors de la croissance de Strepiococcus thermophilus et de Lactobacillus:
delbrueckii subsp. bulgaricus.

La production de I’acétaldéhyde est de 24 pg en culture mixte contre 4 a 10 en culture pure
des deux souches.

‘Chez Streptococcus :hermophilus, une partie de ce composé pourrait provenir du pyruvate
non transformer en lacta.e par le lactate déshydrogénase.

Chez Streptococcus thermophilus et Lactobacillus delbruect:ii subsp.bulagaricus, une
quantité importante de 1'acétaldéhyde dérivée -de la thréonine qui peut étre directement clivée

en glycine et acétaldéhy:le par une thréonine aldolase.



Chapitre [ Les ferments lactiques

Le diacetyl et D’acétoine résultent du métabolisme du Streptococcus thermophilus
RAMESH et CHANDON,(1989).

I.5.3. Aptitude texturante : _

Selon LEVEAU,(1993), des souches de Streptococcus thermophilus et Lactobacillus
delbrueckii subsp.bulgaricus, aprés croissance sur le lait sont considérées comme responsables
de la viscosité du yaourt obtenu. Cette viscosité est attribuée a la production
d’exopolysaccharides par les souches utilisées.

GIRAFFA et BERGERE, (1987, in LEVEAU 1993), décelent la production d’une faible
quantité d’exopolysaccharides par Sireptococcus thermophilus sans influence sur la viscosité
du produit et que cette production & lieu en phase stationnaire de croissance.

Lactobacillus delbrieckii subsp.bulgaricus produit un exopolysaccharide soluble en phase
exponentielle précoce. 1l serait formé de fructose et de glucose (Rapport 2:1). Celui de
Streptococcus thermophilus différe de celui de Lactobacillus, il est formé de galactose ét de
glucose. |

La production comparée d’exopolysaccharides par Lacichacili.is serait importante et plus
stable.

I.5.4. Aptitude protdolytique :

D’aprés LAVOISIFR, (1991) et LEVEAU, (1993), la protéolyse est le fait des enzymes
de paroi, mais aussi ces protéases et des peptidases intracellulaires libérées par la lyse
bactérienne.

Chez Streptococcus thermophilus, DESMAZAUD et JUGE, (1986 in LEVEAU 1993) ;
ont montré I'existence de deux activités aminopeptidasiques et de trois activités
dipeptidasiques dans le cytoplasme.

Les mémes auteurs rapportent que chez les Lactobacillus, les peptidases montrent un
spectre d’activité plus large que les lactocoques. Récemment une amino-peptidase a spectre
d’activité tres large a ét¢ isolée chez Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus.

I.5.5. Aptitude antaoniste :

Selon LAVOISIER', (1991), les bactéries lactiques ont des inﬂuences antagonistes par
I’excrétion d’acide lactique, d’autres acides organiques, des antibiotiques et bactériocines.

La nisine polypeptide (PM 3500 Da) produit par Lactococcrs lactis et la diplococcine

considérés comme bactériocines et sont des substances inhibitrices.

8-



Chapitre [ Les ferments lactiguies

De nombreux autres composés de ce type ont ét¢ mis en évidence dans les cultures de
Sterptococcus therriophilus, Lactobacillus bulgaricus produit une acidophiline. JUILLARD
et al.,( 1987 in BOURGEOIS et LEVEAU , 1991).

1.6. Problémes pshysiologiques et nutritionnels des ferments du yaourt

Les ferments thermophiles présentent des exigences nutritionnelles variables.

LEVEAU, (1993), rapporte que Streptococcus thermophilus a une exigence en acides
aminés : glutamine, histidine, cystéine, méthionine, et valine.

DESMAZEAUD, (1983), rapporte que les Streptocoques thermophiles ont une exigence
absolue en vitamincs : acide pantothénique, et en riboflavine, leur croissance est stimulée par
la thiamine, la ni.cine, ia biotine et la pyrodoxine. Le méme auteur rapporte que les
Streptocoques theri.iophiles présentent une exigence pour les bases : Adénine, uracile. Dans
les milieux synthétiques, les lactobacilles exigent la présence d’Adéniné, " cytosine,

désoxyguanosine, Guanine, thymine et uracile.






Chapitre [1 Le vaourt

11.1. Définition :

D’apres LUQUET, (1990), le yaourt est un produit laitier coagulé obtenu par
fermentation lactique grice a Vaction de ILactobacillus bulgaricus et de Streptococcus
thermophilus du lait pasi2urisé ou concentré avec ou sans addition ( de lait en poudre, ...etc.).
Les micro-organismes du produit final doivent étre viables et abondants.

I1.2. Classification :

D’aprés LUQUET, (1990) et Guyot, (1992), les yaourts sont classés en :

- Les yaourts dits traditionnels ou fermes ou étuvés : la fermentation a lieu en pots
dans le cas des yaourts sucrés, aromatisés, aux fruits, a la confiture etc.,.I’apport des
additifs se fait avant u aprés remplissage. - '

- Les yaourts 2 cai.lé brassé ou yaourts brassés : plus liquides, la fermentatiqn a lieu en
cuve avant le conditisnnement, ce sont généralement des yaourts veloutés natures ou a la
pulpe de fruits ou avec morceaux de fruits. Ces derniers sont zldditi-onnés au moment du
remplissage des pots.

- Yaourt 2 boire : ‘1 s’agit d’un yaourt qui se différenciz du brassé a son état liquide qui
’assimile a une boisson, sa iluidité est obtenue par une diminution de la teneur en matiére
séche. Le brassage & ’homogénéisateur sous pression infériewe a 50 atmosphéres donne
une viscosité inférieure d’environ 50 pour cent a celle obtenue par brassage mécanique. 11

peut étre nature ou aromatisé.

I1.3. Technologie de fabrication du yaourt : |

Selofi LUQUET, (1990), BOURGEOIS et LARPENT, (1990), la fabrication du yaourt.
comprend plusieurs étapcs :

I11.3.1 Préparation du lait :

La matiére premié&e peut étre soit du lait frais, soit du lait reconstitué, soit du lait
recombiné ou encore un ;nélange.

Le lait est tout d’abord enrichi en matiére séche de féqon a attcindre une valeur finale de
14 a 16 pour cent et en s icre, colorants et aromes naturels. Ce dernizr est ensuite homogénéisé
pour éviter la remontée d: la matiére erasse pendant la fermeniation.

Le lait enrichi va subir ensuite un traitement thermique & 90- 95°C pendant 3 a 5 minutes,
ce traitement va dénaturer une partie importante des protéines solubles, ce qui a pour
conséquence d’augmenter la capacité de rétention d’eau du yaourt et de permettre a ces protéines de se

fixer sur la caséine. -10-



Chapitre 11 Le yaourt

11.3.2 Développement de la fermentation :
- Ensemencement: C’est I'inoculation des deux germes spécifiques du yaourt
Lactobacillus  bulgaricus et  Streptococcus  thermophilus  dont le  rapport
Streptococcus/Lactobacillus 1,2 a 2/1 pour le yaourt nature jusqu'a 10/1 pour le yaourt aux
fruits, I’ensemencement doit se faire a un taux suffisamment élevé.
- Fermentation : La fermentation se fait 4 une température de 42°C a 45°C pour les
deux types du yaourt et lorsque ’acidité atteint un certain seuil (70-100°D) pour le yaourt
ferme et de 100 & i20°D dans le cas du yaourt brasse, il st nécessaire de bloquer
I'acidification en inhibant le développement des bactéries par un refroidissement a 2-4°C.
I1.3.3 Conditionnement : '

C’est la phase ultinie de la fabrication, les yaourts sont généralement conditionnés dans
deux types d’emballage : les pots en verre et les pots en plastique, en effet les pots en‘czm.on
paraffiné ont pratiquement disparus au profit des pots en plastique. Ce conditionnement doit se
faire sous protection bactériologique avec air filtré et fermeture hermétique des pots par
thermoxellage.

I1.3.4 Conservation du yaourt
Le yaourt doit étrc conservé au froid a une température ne devant pas dépasser 8°C

pendant 24 jours au plus.

<11-
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Le yaourt

Préparation des levains

Ferments lactiques

.

Lait

.

Entretien des souches

Standardisation en matiére grasse

s

v

Multiplication 1% stade

F Concentration ou addition du poudre

;

Multiplication
2" stade

v

Traitement thermique

;

Levain

" Homogénéisation

—p

h

Refroidissement & température
de fermentation

> Ensemencement

o

Conditionnement

:

AN

Fermentation en cuves

]

h 4

Fermentation en chambre
chaude

Brassage du coagulum

:

:

Refrcidissement

Stockage réfrigéré

- Yaourt ferme

Refroidissement

;

Conditionnement

.

Stockage réfrigéré

—

Yaourt brassé

Figure 1 : Diagramme de fabrication des yaourts. LUQUET,( 1990 )

-12-



Chapitre 11 Le yaourt

I.4. La proto-coopération entre Streptococcus salivarus subsp.thermophilus et

Lactobacillus delbruckii subsp.bulgaricus :

D’apres LEVEAU, (1993), I’association de souches de Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus pour la fabrication du yaourt est I’exemple le plus
connu et probablement I’association la plus stable.

Ces deux espéces vivent en symbiose étroite et ont pour rdle principale d’abaisser le pH
du lait au point isoélectrique de la caséine (pH = 4,6) de fagon a former un gel (ou coagulum).

En effet, en culiure associée, les deux bactéries produisent d’avantage 1’acide lactique que
lorsqu’elles sont cultivées seules. Lactobacillus delbrueckii  subsp. bulgaricus plus
protéolytique que Stieptococcus thermophilus fournirait les acides aminés-et/ ou les peptides
qu’elle est détachée de la caséine qui intervicnnent comme activateurs de Streplococcus
thermophilus. En relour la croissance de Streptococcus thermophilus en absence ou & faible
concentration d’oxygéne produirait P’acide formique stiniulant le développement de
Lactobacillus delbrucckii subsp. bulgaricus.

L’action stimu'ante des acides aminés et peptides, conduit, lors de la premiére phase
d’incubation, a un nombre plus élevé de Streprococcus thermophilus , le rapport est souvent de
3 a 4 pour 1, ensuite U'effet inhibiteur de 1’acide lactique sur Streptococcus thermophilus
conduit a un rééquilibrage entre les deux espéces.

La production de I’acide lactique en début d’incubation est le fait de Streprococcus

thermophilus, elle est ensuite le fait de Lactobacillus bulgaricus.
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Chapiire 111 Microbiologie du vaourt

111.3. Altération du yaourt :

Selon LAVOISIER et LUQUET, (1990), les défauts rencontrés dans le yaourt sont

groupes dans trois catéyories : défaut de goiit, défaut d’apparence et défaut de texture.

111.3.1 Défaut de goiit :
Le défaut de gofit peut étre :

Une amertume : Qui est di & une trop longue conservation, activité protéolytique trop
fortes des ferments ou a une contamination par des germes protéolytiques.

Goiit plat, absence d’ardme : Est dit au déséquilibre de la flore trop de Streptocoques,
incubation trop couste ou a trop basse température. - |

Manque d’acidité : Dl & un teux d’ensemencement trop fa'ble, incubation trop courte,
inhibiteurs dans le 1.t (ex : antibiotiques,...), bactériophages. o
Trop d’acidité : D & un taux d’ensemencement trop fort, incubation trop longue ou a une
température tres ¢élevée.

Rancidité : Est di & une contamination par des germes lipolytiques.

Goit du cuit : D & un traitement trop sévere.

Goiit graisseux : Tcneur en matiére grasse trop élevé.

111.3.2. Défaut d’apparence :

Décantation, synérése : Est di a une sur-acidification ou post-acidification, température
trop élevée pendan: le stockage, refroidissement trop faible, mauvaise adjonction des fruits
ou pulpes de fruits, agitation du yaourt (yaourt ferme).

Production du gaz : Contamination par des levures ou coliforr:ies.

Des colonies en sus face : Contamination par des levures ou des moisissures.

Produit non home généisé et présence de couche de créme : Mauvaise agitation (dans le

cas des yaourts aux fruits.
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Chapitre 111 . Microbiologie du yaourt

11X1.3.3. défaut de texture :

Décalottage : Agitation ou vibration pendant le transport faisant suite a un refroidissement
mal conduit en chambre froide (pour le yaourt ferme).

Trop liquide (pour le yaourt brassé) : Brassage trop violent, 1inauvais incubation, matiére
seche trop faible mouvais ferment (pas filant ou épaississants). Fruits ou ardmes pas assez
concentres.

Trop filant : Mauvais ferments (trop filant). Température d’incubation trop faible.

Texture sableuse : Chauffage du lait trop important, poudrage trop fort, homogénéisation a
température trop élevée.

Texture granuleuse : mauvais brassage. Teneur en matiére grasse trop élevée. Mauvais

choix des ferments.
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Matériel et Méthodes

I1. Matériel et Méthodes :

Notre travail a été réalisé dans le laboratoire de microbiologie de 'institut de biologie de

I"université de Jijel.

Une partie de ce travail a été réalisée dans le laboratoire de la yaourterie « IGILAIT » de
TASSOUST Jijel.
I1.1 Matériel :

Pour réaliser ce traviil nous avons utilisé :

I1.1.1. Matériel biologique :

Le ferment: Nous avons utilisé le ferment lyophilis¢ YC-X16, utilis¢ par la
yaourterie « IGILAIT » importé de France (Maison CHR- HANSEN) composé de
Lactobacillus buigaricus et de Streptococcus thermophilus. |

Les entérobactéries : Nous avons utilisé deux souches d’entérobactéries & sa%/oir
Escherichia coli ¢t Salmonella pour I’étude du pouvoir antagoniste avec notre ferment.-
Les antibiotiqués : Nous avons utilisé des disques d’antibiotique pour la recherche de
I’antibiorésistanc de notre ferment ( la liste des antibiotiques est en annexe ).

Le lait : Nous avons utilisé du lait pasteurisé destiné a la production du yaourt.

Le yaourt étuv2 : Au cours de notre étude, nous avons utilisé le produit fini dont le
prélévement a ét¢ réalisé aprés étuvage (6 pots par semaine) .

L’eau : Nous avons utilisé ’eau destinée a la reconstitution de lait au niveau de la

yaourterie.

I1.1.2. matériel hu:nain :

Pour réaliser le test de dégustation, nous avons fait appel a quatre dégustateurs.

I1.1.3. les milieux de culture :

Nous avons utilisé les milieux de culture (la composition est décritle en annexe) suivants :

» La gélose MilS (MAN - ROGOZA et SHARPE ) : Pour le dénombrement des
lactobacilles l.ictiques.

e La gélose M17 ( TERZAGUI et SANDINE ): Pour le dénombrement des
streptocoques lactiques.

« Lagélose OGA (gélose oxytetracycline — glucose) : Pour la recherche des levures et

moisissures.
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Matériel et Méthodes

La gélos: au desoxycholate 0,1% : Pour le dénombrement des coliformes totaux et
thermotolerants.

La gélose Baird Parcker : Pour la recherche et le dénombrement de Staphylococcus
aureus.

La gélose PCA et TGEA : Pour le dénombrement de la flore aérobie mésophile
totale (FTAM).

La gélose YMA (Yearst — Milk — Agar), préparée au laboratoire pour la recherche
de ’activité protéolytique.

Le bouiltton nutritif pour la préparation de la culture (inoculum) du ferment.

Bouillots MRS préparé au laboratoire : pour la culture des lactobacilles lactiques.
Gélose hypersaccharosées : MRS, M17 et GN a trois doses de saccharose (10g/L,
20g/L et 30g/L de chaque milieu de culture).

Bouillous hypersaccharosés : C’est le bouillon nutiritif a trois doses desaccharose
(10g/L, 20g/L, 30g/L de bouillon).

Gélose MRS, M 17 et GN additionnées chacune de deux doses de lait écrémé (200m
de lait ¢crémé/ 800mL de gélose et 300mL/ 700ml. de gélose).

Bouillo.a nutritif additionné de deux doses de lait écrémé ( 200mL de lait écrémé/

800 ml de bouillon et 300ml/ 700ml de bouifion).

I1.1.4. Les rCactifs :

Nous avons utilisé les réactifs suivants :

- Phénol phtaléine

- Soude Doinic (N/9)

- Acide Sulfirique
- Alcool 1s0- amylique j
- Fushine
- Violet de { entiane
- Lugol
- Huile de codre

Pour le dosage de I’acidité lactique

Pour la détermination de {a matiére grasse

> Pour réaliser la coloration de Gram

~ Bleu de m thyléne : pour la coloration simple.

18-






Ferment lyophilisé YC-X16

l

Lait pasteurisé
(120g/1)

Refroidissement a 42°C

Incubation a 42°C

l

Levain (acidité 80°D) .ﬁ
|
ol
S——

» |

150ml du
lait
SN—

Chaque 2 heures : Il faut :
- Déterminer le pH
- Dosage de I’acidité Dornic

oy

Incubation a 42°C

Figure 2 : Plan préparation de levain et détermination du pouvoir acidifiant
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11.2.1.2. Préparation des échantillons :
A partir du levain préparé, nous avons ensemencé trois flacons chacun a 150 ml du lait
pasteuris¢, avec trois doses 2%, 3%, 4% et nous avons procede a la determination de Vacidite

et du pH apres 2 heures, 4 heures et 15 heures d’incubation.

a. Pouvoeir acidifiant : (GUIRAUD, 1998)

Pour [I’étude de [I’aptitude acidifiante de notre ferment nous avons procédé a la

détermination du pH et au dosage de 1’acide lactique.

Détermination de ’acidité lactique : _

L’acidité est déterminée par titration d’un échantillon de 10mL par la soude Dornic (N/9),
en présence de 2 4 3 gouttes d’indicateur coloré (phénol phtaléine), jusqu’au virage a l.a‘
couleur rose péle qui doit persister au moins 10 secondes.

Interprétation des résultats :

Acidité en degré Dornic (°D) = Vyaon x 10
Vieon : Volume de NaOH (IN/9) utilisé pour titrer les 10 ml de I’échantillon.

Mesure du pH :

Pour mesurcr le pH des échantillons, nous avons utilisé le pH meétre, en plongeant

Pélectrode d.ns la prise d’essai, le résultat est enregistré directement sur 1’écran.
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Ferment lyophilisé y/ YC-XI16

] ——
Bouillon nutritif
+
Extrait de levure ] A
+
tuneen 80 U
* Purificatio
-
)
¢ ; ¢ Antibiorésistanc:
Proteolyse Pouvoir texturant Pouvoir antagoniste
— . Q Salmonella + ferment
O O
Q Ferment + Salmonella OO0
* o . Antibiotique
* Sur milieu sur milieu Q E-Coli + ferment
U solide v solide
. Yerment + E-Coli
* Sur milieu * Sur milieu
liquide liquide

Figure 3 : Plan de purification des souches et étude de quelques aptitude technologiques
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b. Pouvoir texturant : (LEVEAU et al. , 1991)

Ce test consiste a ensemencer en stries les géloses : MRS, M17 et GN hypersaccharosées
(10, 20 et 30g de saccharose /L de milie.u de culture) avec I'inoculum du bouillon nutritif.
L’incubation est réalisée a 42°C pendant 24 & 48 heures.

Les souches producirices d’exopolysaccharides se présentent sous forme de colonies larges
et gluantes,

Pour tester I’aptitudz texturante en milieu liquide, on a ensemencé trois tubes de bouillon
nutritif saccharosés {10, 20 et 30g de saccharose par litre de bouillon).

La présence de la production d’exopolysaccharides se traduit par un trouble ou I’apparition
d’une viscosité du niilieu.

c. Pouvoir protéolytique : (VUILLEMARD, 1986}

Pour la recherche de Iactivité protéolytique sur géloses : MRS, M17 et GN 'addi.tic')n'né_es '
avec deux doses du lait écrémé (200ml/800ml et 300ml/700ml cie gélose) et le milieu
YMA, nous avons prélevé une « ose » de culture jeune (culture en bouillon nutritif) a I’aide
de la base d’un clou, et on a ensemencé en touche a la surfacc des différentes géloses (5 a
6 touches sur chaquz boite).

Les boites sont incubées a 42°C / 24 — 48h.

La présence d’une telle activité se traduit par la présence des zones claires, autours des
touches.

Pour la recherche ce cette activité sur bouillon nutritif additionné avec 2% et 3% de lait
écrémé, mnous avons ajouté ImL de culture jeune aua milieu sus-cités, aprés
hoimnogénéisation, nous avons incubé a 42°C/48h.

L’activité protéolyt.que est déterminée par la présence ou no : d’un culot blanchatre avec
une c&ﬁﬁcation du bouillon.

d. L’antibiorésisiance : (MOUILLET et LUQUET , 1981)

Pour tester la résistance et la sensibilité de notre ferment vis-a-vis de 8 antibiotiques, on a
utilisé la méthode d: I'antibiogramme en milieu solide. 0.2ml ce culture fraiche est étalée a
la surface de la gélose MRS (M17), on a laissé sécher, puis avec une pincé stérile, on a
déposé les disques «’antibiotique a la surface du milieu (4 disques par boite).

Aprés incubation a £2°C/24h, on a déterminé le diamétre des zones d’inhibition.

Par convention, pot.: un diametre inférieur a 15 mm, la souche ecst résistante.
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e. Pouvoir antagoniste : (PIARD et DESMAZEAUD, 1991)

11 s’agit de tester ies interactions entre le ferment et deux entérobactéries Salmonella et k-
coli par la métho:le de puits et celle des touches.

Pour I’étude des interactions entre le ferment et Salmonella, la gélose Hecktoen est coulée
et solidifiée, puis la culture de Salmonella est ensemencée en touches, on laisse sécher a
I’étuve, ensuite, on coule 7mL de la gélose MRS (M17) homogénéisée avec lmL du
ferment. On laissc solidifier et incubé a 42°C /24h. la méme méthode consiste a creuser des
puits le long de la boite gélosée, puis, on dépose la culture de¢ Salmonella, enfin on coule le
mélange gélose MRS - bouillon de culture de ferment (7ml - 1ml), on laisse solidifier et on
incube a 42°C/24 - 48h.

On a également procédé a I’opération inverse ¢’est a dire, aprés avoir couler la gélose MRS

(M17) et laisser solidifier, on a ensemencé en touches et en puits le ferment, ensuite, nous . -

avons ajouté 7 mi de gélose Hecktoen homogénéisée avec 1l de la culture de Salmonella.
Aprés solidification, 1’incubation est faite a 42°C /24h.

Pour tester I'interaction du ferment avec I coli, nous avons utilisé le méme principe que
celui utilisé avec Salmonella avec I"utilisation de gélose E MB.

L’antagonisme s¢ traduit par 1’apparition de zones de lyse, la symbiose au contraire est
relevée par une c.oissance et absence de zones de lyse.

I1.2.2. Analyse physicochimique

IL.2.2.1. Dosags de Pacidité et mesure du pH (V04 —206 — 1969)

L’acidité et le p}{ du lait et du yaourt ont été déterminés par la méme méthode décrite en
(I1.1.1.2.2) |

11.2.2.2. Déterraination de la matiére grasse du lait

Elle est mesurée par la méthode de la butyrometrie acide GERBER. Introduire dans un
butyrométre, 10 ml d’acide sulfurique (d= 1.825), 1iml du lait, ajouter 1ml d’alcool iso-
amylique sans mélanger les liquides. Et sans mouiller le col, boucher et agiter jusqu’a ce
que le mélange soit homogene. Placer le butyromeétre dans un bain-marie & 60 —-70°C
pendant 5 a 10 n.in, puis le transférer a la centrifugeuse 4 1100 tours/min pendant 5 a 6min.
aprés centrifugat.on, a I’aide d’un poussoir faire pousser le mélange jusqu’a la remonte de
la matiére grasse daus la colonne graduée.

Interprétation dzs résultats :

11 suffit de lire le niveau de la remonte qui correspond a la v.ileur de la matiére grasse.
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[1.2.3. Rendement du produit :

Il s’agit de peser un pot du yaourt entier, emballage vide, et le produit sans lactosérun.
11.2.4. Analyse microbiologique :

L’analyse a touch€ les deux matiéres premiéres (lait et I’eau), et le produit fini : yaourt.
11.2.4.1. Echantillonnage et prélévement :

11 doit étre effectuer dans des conditions d’asepsie rigcureuses.

a. Le lait : (GUIRAUD, 1958)

Notre préléevement a été réalisé a partir d’une citerne munie d’une agitation mécanique.
L’agitation est r¢alisée pendant 15 a 30 min. la fiole est imiaergée dans la masse du liquide
puis récupérée et rebouchée.

Le prélévement a été conservé a 4 — 6°C, on a entamé Panalyse des nou;e arrivée au
laboratoire. |
b. L’eau : (GUIRAUD, 1998)

11 s’agit d’une eau connue, donc un échantillon de 300 & 500ml est suffisant, avec

’utilisation de préférence des flacons de 250ml en verre & pyrex, munis d’un large col et
d’un bouchon a vis en métal.
Notre technique de prélevement est la suivante :
« Flamber ¢nergiquement la portion du tuyau et purger la fraction stagnante.
o Déboucher le flacon et flamber le col. A
» Remplir «u 2/3 de la capacité du ilacon, flamber a nuveau le col et reboucher, puis
identifier i’échantillon.
« L’échanti.lon est conservé a 4 — 6°C et le délai séparant I'analyse du prélévement ne
doit pas ¢ 2passer 24 heures.
¢. Le yaourt :
Chaque semaine un échantillon composé de six unités (pot de vaourt étuvé) est prélevé en
fin d’étuvage. C dernier est transporté au laboratoire pour subir les tests prévus.
11.2.4.2. Exam.n microscopique : '
Cet examen apporte de précieuses indications sur les formes des flores des aliments. on a
utilisé la méthode de coloration de Gram (la méthode est décrite en annexe).

11.2.4.3. Choix des méthodes - (GUIRAUD, 1998)

e lait : Il s’agit d’une numération sur milieu solide en bo1it s de Petri.
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L’eau : 11 s’agit d’une numération sur milieu solide en boites de Petri et une numération
sur milieu liquide (Colimetrie).

Le yaourt : C’esi une numération sur milieu solide.

11.2.4.4. Préparation des dilutions décimales : (PETRANSXIENE et LAPID,
1981).

Les étapes de la préparation des dilutions décimales sont résumées comme suit :
o Homogéndiser convenablement 1’échantillon a examiner, puis a I’aide d’une pipette
stérile :
« Homogén<iser convenablement I’échantillon a examiner, puis a I’aide d’une pipette
stérile prétever lml de produit.
o Introduire aseptiquement le volume a prélever dans un tube contenant 9ml du
diluant, ainsi s’obtient une dilution au 1/10 ou —1, le tube est bien agité,
» A l’aide {’une nouvelle pipette stérile, prélever Iml de la dilution 1/ 10,.1’in’troduire
dans un «deuxiéme tube contenant 9ml de diluant ; Ainsi s’obtient une dilution au
1/100 ou 2. Continuer de la méme fagon pour obtenir la dilution 1/1000 ou —3.
a. Le lait : Pour la préparation des dilutions du lait, on a utilisé I’eau distillée stérile et
trois dilutions (10, 102 et 10,
b. L’eau : Le d:luant utilisé est I’eau distillée stérile et trois dilutions ( 107 102 et 107 ).
c. Le yaourt : Le diluant utilisé est I’eau physiologique stérile avec les dilutions 107 et
107,
I11.2.4.5 les flores recherchées et dénombrées :
a. Dénombre.aent de la flore aérobie mésophile totale: (FTAM) (LECLERC et
MOSSEL, :990).
Le lait : le dénombrement des germes se fait par étalement de 1mL de la dilution 107 sur
gélose PCA au ;ait écrémé.
L’incubation se fait a 37°C pendant 24 heures. .
L’eau : 1l s’agit d’un dénombrement en surface sur milieu TGEA.
Deux séries de boites de Pétri sont ensemencées avec ImL de chaque dilution (10°, 1072
107), une série st incubée a 37°C pendant 24heures et ’autre série a 22°C pendant 24 4 72
heures. |
Résultats : corpter toutes les colonies en exprimant les 1ésultats en gramme ou en ml du

produit.
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b. Dénombrement des coliformes totaux : (CT) : (JOFFII{ et JOFFIN, 1999).

Le lait : il s’agit d’easemencer cit profondeur ImL de la dilution 10, puis couler la gélose
au desoxycholate 0,1% et incuber 4 37°C pendant 24 — 48 heures.

Le yaourt : Pour l¢ yaourt le dénombrement se fait de la m&me fagon que le lait avec
également la dilution 107,

Résultats : Toutes les colonies rouge lactose +, d’un diamétre d’environ 0.5 mm sont
considérées comme (tant des coliformes.

L’eau : un dénombrement présomptif des coliformes totaux est réalisé sur bouillon lactosé
au BCP (Pourpre de Bromocrésol ) avec cloche. On ensemence 3 tubes de BCPL a double
concentration par 10ml d’eau par tube, trois tubes de bouillon simple concentration par 1ml
d’eau par tube et 3 tubes de bouillon simple concentration par 0.1ml d’eau par tube.
Résultats : aprés 48 heures d’incubation a4 37°C , les tubes ou il y a fermentation du lactose
(virage de couleur + production de gaz dans la cloche) sont considérés comme positifs.’ On
dénombre les colifoimes par la méthode du nombre la plus pro'i)able-NPP (en se rapportant
ala table de Mac GRADY).

¢. Dénombremen des coliformes thermotolérants : (JOFFIN et JOFFIN, 1999)
Lait et yaourt : Nous avons utilisé la méme technique et le méme milieu de culture que
ceux du dénombrem :nt des coliformes totaux, mais I’incubation est faite a 44°C/24h.

L’eau : On a utilisé le milieu Shubert avec une cloche par subculture a partir des tubes
BCPL positifs on a ensemencé avec quelques gouttes (3 2 5 souttes) le milieu Shubert.
L’incubation est faitc a 44°C pendant 24 heures.

Résultats : La préseice de CTT se traduit par la production de gaz et [’apparition d’anneau
rouge avec le réactif de Kovacs.

d. Dénombremen: des Streptocoques fécaux : (LECLERC et MOSSEL, 1990)
Test Présomptif : Le dénombrement est réalisé sur milieu de Rothe (milieu a ’azide) : 3
tubes de milieu d¢ Rothe double concentration sont ensemencés par 10 ml d’eau
(10ml/tube), trois attres tubes-de milieu simple concentration par Iml (Iml/tube), et une
dernicre série par 0.!ml/tube.

L’incubation est fait: a 37°C pendant 24 heures.

Résultats : ‘Les tube. positifs ou il y a un trouble, sont présumés contenir un entérocoque et
sont donc soumnis au test confirmatif sur milieu de LITSKY. '

Le dénombrement se fait a ’aide de la méthode du nombre le plus probable (NPP).
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e. Recherche es Clostridium  Sulfitoréducteurs et les anaérobies
Sulfitoréducteurs 46°C . (JOFFIN et JOFFIN, 1999)

L’eau : Nous avons procédé a un traitement thermique au bain-marie a 80°C pendant 10 a

15 minutes de trois tubes chacun contenant 5ml d’eau, puis on a refroidit avec 1’eau du

robinet, ensuite, chacun des trois tubes regoit 10m! de la gélose VF en surfusion,

homogénéisée avec 2 gouttes d’alun de fer et 2 gouttes de sulfite de sodium, enfin

I’incubation est faitc a 37°C/24h aprés une homogénéisation sans faire des bulles d’air.

La recherche des Anaérobies sulfitoréducteurs 46°C se fait par la méme méthode que les

CLSR 37°C, mais sans procéder au traitement thermique, avec une incubation a 46°C/24h

a 72h. .

Résultats : La présence de ces germes ( Spores, formes végétatives) se traduit par un

noircissement des tubes.

f. Recherche et dénombrement des Staphylococcus aureus (BOURGEOIS et
LEVEAU,1980)

Le lait : La recherche est effectuée par étalement de 0.1ml de la dilution 10° (SM) sur

milieu de Baird Pa.cker, ’incubation est faite a 37°C pendant 24 heures.

Le yaourt : La ménie démarche que pour le lait.

Résultats : Les colonies sont lenticulaires de couleur, jaune Jdoré.

g. Recherche et ¢énombrement des ievures et moisissures : (GUIRAUD, 1998)

Le yaourt: Pour la recherche des levures et moisissures, on a utilisé la gélose a

I’Oxytétracycline (OGA). L’ensemencement est réalisé en surface par étalement de 1ml de

la dilution 10, I’in:ubation se fait 4 25°C pendant 3 a 5 jours.

Les levures : Aspect souvent identique aux colonies bactériennes, elles peuvent avoir des

bords réguliers ou irréguliers, des formes convexes ou plates. Elles sont pigmentées et

souvent opaques.

Les moisissures : Colonies toujours pigmentées a aspect velouté plus ou moins

proéminentes.

h. Recherche de salmonella - (LECLERC et MOSSEL, 1990)

Les Salmonella sont des bactéries pathogenes, provocants des gastro-entérites, leur

recherche et leur identification permettent donc de montrer le danger possible d un produit.

Le nombre de Sal:nonella étant en général faible daiis le produit. il est nécessaire de

procéder a un pré earichissement et & un enrichissement sélecti?.
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Pré enrichissement : La prise d’essai du yaourt 5ml est placée dans 45ml d’eau peptonée
tamponnée (non sélcctif), I'incubation est faite a 37°C.
[1.2.5. Test de dégustation : (CHEFTEL, 1979)
Ce test'permet de j.iger et d’apprécier les qualités du yaourt pér plusieurs dégustateurs, en
évaluant les caracté.istiques suivantes : Odeurs, Aspect, Texture et Saveur.
a. Conditions d’excution du test :
La salle de dégustation doit avoir un acces facile, éloigné du bruit.
Un éclairage suffisant et une température convenable.
11 faut veiller a I’hcmogénéité de la température des pots du yaourt avant de les mettre a la
disposition des sujeis.
b. Principe du test : v
Le test qu’on a fait, suit les épreuves des notations. Il ="agit ¢e présenter aux dégustateurs
les différents pots du yaourt. .
« Les sujets ne sont pas informés sur 1’état du yaourt
« Les sujets sunt informés du but et de la maniére dott on manipule et il leur est
demandé de Jonner leurs appréciations.
I1.2.6. Traitemen s Statistiques :
Les résultats obtent s vont faire I’objet d’une analyse statistique, en utilisant :
» La comparaion des moyennes par le test de DUNCAN au seuil de 5% et 1% (ce test
a ét¢ appliqu? sur les résultats relatifs aux parametres pl:ysico-chimiques).
« L’analyse ce variance par le test de FISHER - SNEDECOR (dispositif
monofactoricl ) aux seuils de 5% et 1%
« L’analyse d: variance par le test de FREIDMAN, ce test a été appliqué pour

I’évaluation :le la qualité organoleptique du yaou:t étuve .
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ITL.1. Propriétés teclinologiques du ferment :

a.

Détermination de la composition du ferment et examen microscopique :

Apreés incubation des tubes de bouillon nutritif ensemenceés a partir du ferment lyophilisé,

nous avons constaté un frouble au niveau de deux tubes qui s’exp’ique par le développement

des souches du ferment.

L’examen microscopique d’une « ose » du bouillon nutritif mentre que la flore qui régne

est représentée par des coques.

La purification sur géloses MRS, M17et GN montre le dévelo;pement des souches pures

et aprés examen microscopique de ces souches, on a constaté qu’il s’agit des coques a

Gram positif.

D’apres ces observations on déduit qu’il s’agit :

b.

Soit d’un ferment formé de souches pures : des Streptocoqries a savoir Streplococcus

thermophilus.

Soit que le milieu de culture MRSbeg’ea»c/fowéugav\w{dzdéveloppement de
Lactobacillus bulgaricus et que ce milieu est exempt de quelques facteurs de
croissance.

Pouvoir acidifiant :

Le lait pasteurisé destiné & la production du yaourt est enseriencé avec trois doses du

levain : 2%, 3% et 4%. -

. -Nos résultats représentés dans le tableau 1V et illustrés par la figire 4, montre ce qui suit :

Il y a une légere variation d’acidité¢ au cours des deux premieres heures d’incubation,
cela est dii au commencement de I’adaptation avec le milieu et I’assimilation du lactose
par les souches du ferment.

Durant la 4°™ heure, on a observé une augmentation considérable de I’acidité d’une
facon remarquable dans le lait ensemencé avec %5 du levain ou elle atteint 38.5°D.
L’acidité Dornic aiicint la valeur demandée 80°D au bout de 5 heures dans le lait
ensemencé avec la dose 4%, par contre elle est de 21.5vD, 23.5°D pour les laits
ensemencés par les doses 2% et 3% respectivement. Donc ["activité d’acidification est

proportionnelle a la dose de levain.

Nos obsérvations ont porté dgalement sur la vitesse d’abaissemeat du pll, ¢’est ainsi qu’on

a constaté que la vitesse d’abaissement du pH est en corrélation avee Peffet dose du levain, par
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exemple & la 4°™ heure I pH du lait ensemencé avec 2% est de 6.32, celui du lait 4 3% est de
6.24 et celui du lait & 4% est de 5.22.

Durant la 5°™ heure et d’apres la figure 5, le pH atteint la valeur demandée 4.57 dans le lait
a 4% du levain .

RAIJPUT et al., (1983), rapportent que le plus souvent le pt du yaourt est de 4.6 qui
correspond au point isoélectrique de la caséine. On se réffrant a cette donné bibliographique,
notre produit est conforme aax normes, donc notre ferment est qualiiié acidifiant.

L’analyse de variance montre qu’il y a une différence hautement significative entre
lPacidité( - . ‘)du lait a 4% du levain par rapport & ceux des laits 4 2% et 3% de levain

(P < 0.01) , par ailleurs, la durée d’incubation a un effet hautement significatif sur
Pévolution du pH et de I'acidité (P < 0.01) avec une différence hautoment significative entre le
lait a 4% de levain et les ‘aits 4 2% et 3% de levain ( toujours P<0.(:1).

Tal:leau IV : Evolution de I’acidité et du p'1 du lait
ensemencé avec trois doses de levain.

Hom: Lait |y wa20 | Laita3% | Laita47 S8
0 heure |pH 6.54 6.54 6.54
(lait frais) | °D 15 15 15
> heures | 2H 659 | 6.4 648
Hes op 15 17 16 *
pH| 632 6.24 522 5
4 heurs 1o 215 21.5 38.5 .
i oH 631 76.10 457
eurs - opy 215 235 80
pH YL
SO o
°D: Acidité en degré Dornic * . Significatif
pH : Potentiel Hydrogéne ** - Hautement significatif

S.S. : Signification Statistique.
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'%de levain | %de levai
% de levain { m
r/0

oH 1% de levain Acidité L % de levain
7 (°D)
6 80
5 60
4
3 40
2 20
1
0+ . B 0 | |
On 2h 4h sn ) o 2h 4h sn )
Figure 5 : Evolution du pH du lait Figure 4 : Evolution de [ 'Acidité du lait
avec trois doses de levain avec trois doses de levain

&€ .Pouvoir texturant :

Le pouvoir texturant d’un ferment se traduit par la production d’exopolysaccharides par les
souches du ferment.

Au vu des résultats représentés dans le tableau V, notre ferment présente un pouvoir
texturant sur milieu M17 avec des colonies larges et gluantes, mais on a observé une absence
de ces colonies sur milieu MRS (1%, 2% et 3% de saccharose), donc les souches de notre
ferment sont qualifiées productrices d’exopolysaccharides seulement sur le milieu M17.

Sur les milieux liquides, on a observé un trouble ( faible augmentation de la viscosité),
celd est lié a la production d’exopolysaccharides (figure 6), donc le ferment est qualifié
producteur d’exopolysaccharides (faible production).

LEVEAU et al, (1991), rapportent que ces macromolécules contribuent a modifier la
texture du produit dans lequel se développent les souches compétentes.

Selon DESMAZEAUD, (1992), I’aptitude texturante des bactéries lactiques est I’un des
facteurs les plus importants dans 1’industrie laitiere, pour 1’apport des propriétés
technologiques recherchées. Dans le cas d’une addition de fruits, elles empéchent ceux-ci de se
déposer au fond des pots, ce qui augmente 1’homogénéité du produit final et rend plus agréable

sa présentation.
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S Pouvoir antagoniste :

Les bactéries lactiques sont connues par la production, lors de leur croissance des
substances inhibant la croissance d’autres micro-organismes. Cette caractéristique est utilisée
pour la destruction des bactéries indésirables ou pathogeénes dans la fabrication des aliments.

Nos résultats représentés dans le tableau VI et illustrés par les figures (10,11,12 et 13)
montrent qu’il y a une inhibition réciproque ou inter inhibition entre le ferment et les autres
souches des entéiobactéries ou le ferment présente un effet antagoniste plus puissant que celui
de Salmonella, cela est bien illustré par la comparaison entre les résultats obtenus sur la 1o
boite et la 13*™ hoite.

D’autre part nous avons noté que la souche d’Escherichia coli présente un antagonisme
puissant vis-a-vis de notre ferment, cela est confirmé par nne comparaison entre les résultats
obtenus sur la 6™ et la 119 boite. |

Nos résultats montrent également que I’action d’inhibition du ferment est en corrélation
avec la technique d’ensemencement (en puits ou en touches). Celle ci est plus efficace
lorsqu’on a enseinencé en puits cela est donc li€ a la quantité d’inoculum utilisé.

Donc les souches du ferment sont qualifiées productrice de substances inhibitrices vis-a-vis

des deux souches d’entérobactéries.

Tableau VIII Résultats du pouvoir antagoniste

Techniques d’ensemencement N;(;:li:ela Résultats obtenus
Salmonella en puits + ferment en masse (MRS) 1 +
Salmonella en touche + ferment en masse (MRS) 2 Impossible de lire
Salmonella en puits + ferment en masse (M17) 3 +
Salmonella en touche + ferment en masse (M17) 4 +
E-coli en puits + ferment en masse (MRS) 5 +
E-coli en touches + ferment en masse (MRS) 6 +
E-coli en puits + ferment en masse (M17) 7 +
E-coli en touches + ferment en masse (M17) 8 +
Ferment er: puits (MRS) + Salmonella en masse 9 +
Ferment er: touches (MRS) + Salmonella en masse 10 4
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I11.2. Les parameétres physico-chimiques et microbiologiques du lait :
IT1.2.1. Paramétres physico-chimiques :

a. Matiére grasse :

Les résultats représentés dans le tableau IX et illustrés par la figure 14, montrent que durant
la période de notre étude, la matiére grasse était stable et égale a 24 g/L. cela est du a I"usage
du méme type du lait (26%).

b. Densité :

Nos résultats représentés dans le tableau IX et illustrés par la figure 15, montrent que la
densité est étroitement liée a Penrichissement en exirait sec (poudre), et a la température de
mesure. Il apparait qu’a la température de mesure de 18°C la densité est a son optimum et est
de 1035, par ailleurs et 3 6°C comme a 14.5°C, la densité était 1033.

Donc les résultats obtenus sont dans les normes [1031 — 1035]

Tableau IX : Evolution de la matiére grasse et de la densité du lait

pasteurisé, destiné a la production du yaourt.

Jours Normes
Matiere J1 J7 J14 Jp_l alsériennes
Grasse et densité = i
Matiére grasse en g/L 24 24 24 24 12-30 /L
Densité et température 1033 1035 a 1033 a 1035 a 1031 - 1035
de mesure a6°C 18°C 14.5°C 18°C T
MG (all ) .~~~ Densité
40 TENES L 800 T e e e -
MG (g/L) —-Densite
30 ‘
1000 - * 4 * »
20 -
500 -
10 - ‘
0 - e - ST ) 0 - ()
J1 J7. J14 J21 - J1 J7. 414 I
Figure 14 : volution de la matiére Figuire 15 : [\volution de la densité du luil

grasse du lait
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I11.2.2. Paramétres microbiologiques :

Le lait destiné a Ia fabrication du yaourt doit subir préalablement une pasteurisation qui
permet alors la destruction des microorganismes pathogéneg‘%ﬁ%mlés ou non.

Nos résultats représentés dans le tableéu X1, montren: I’absence des germes recherchés
sauf, la présence de la flore Aérobie mésophile totale représentée toujours par des levures.
L’absence des signes de contamination fécale témoigne [’efficacité du traitement de
pasteurisation et la bonne pratique de I’hygiéne au niveau de I’atelier de production.

La présence de levures est probablement liée a la contamination au niveau du laboratoire ou
bien la contamination «les milieux de culture lors de 1’incubation.

Enfin, la qualité du lait sur le plan microbiologique est dans les normes.

Tableau XI : Résultats de I’analyse microbiologique du lait pasteurisé.-

Jouis -
Flore Normes
a controler Ji J1 Jig Ja algériennes
(germes/mL)
Flore Aérobie mésophile 3500 38500 7000 7500 <10
totale
Coliformes totaux (10%) 0 0 0 0 Abs/mL
Coliformes theixlmo(_olerants 0 0 0 0 Abs/mL
(107
Staphylococcus Aurus (10%) 0 0 0 0 Abs/mL

Abs : Absence.
IIL.3. Paramétres microbiologique de ’eau :

» L’eau destuiée a la fabrication du yaourt doit étre potable, il peut cependant arriver
que des ccntaminations par des germes pathogeénes (d’origine. fécale puissent
survenir en raison de la dégradation des installations couplée & une mauvaise
conception des circuits, ou par défaut d’hygiene chez les manipulateurs), ou des
germes non pathogenes (levures et moisissures) peuve.t entrainer des problémes au
niveau des .éseaux (GVIRAUD. 1998), mais, ces problémes sont résolus au cours

de la pasteucisation.
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1I1.4. Les paramétres physico-chimiques, microbiologiques et sensoriels du
produit fini :
I11.4.1. Parameétre physico-chimiques :

a. Acidité Dornic et pH du yaourt :

Nos résultats représentés dans le tableau XII er illustrés par la figure 18, montrent que
I’acidité est presque constante au cours de la période d’analyse sauf une légére diminution
estimé 2 1% au cours du 7°™ jour. Elle oscille entre 84°D et 85°D, donc notre produit est
soumis a des bonnes conditions de fabrication.

L’énergie exigée pour la croissance des streptocoques et pour celles des lactobacilles est
apportée par la fermentation du lactose du lait en acide lactique ; a la fin de lé fermentation 20
430% du lactose seront transformés en acide lactique (BOURGEOIS et LARPENT, 1996).
Donc, il apparit que le ferment a converti une grande partie du lactose en acide léictique.

Le pH est ¢n corrélation avec la quantité d’acide lactique produite par les ferments.

Les résultats illustrés par la figure 19 ont montré que la valeur du pH du yaourt étuvé varie
entre 4.44 et 4.54, donc, le pH demandé est obtenu en fin de la fermentation grice a ’activité

métabolique da ferment.

Tableau XIII : Evolution de I’acidité et du pH du produit fini.

Jours Normes
pH et °D Ji I Ju T algériennes
pll 4.55 4.44 4.54 454 |46-48
Acidité en °D 85 &4 85 84 70 -100
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pH <5 Acidité °L
N — 100 ~ . —

45 g o . TPH ! ' —e—Acidite

4 - 1 80 = Q—_~\.______‘___\_. ;‘I S — _—
% | | |

3 - | 60 - l
25 - , | |

2 - ! 40 - ;
15 - !

14 20 -
5 - | |

0 : : ! : '

1) 0 ' tG)
J 7 N4 2t N RN AN £ PN 7.
Figurel9 : Evolution du pH du Figurel8 : Evolution de Uacidité du
produit fini produit fini

b. La matiére séche :
D’apres les résultats représentés dans le tableau XIV et illustrés par figure 20, on a noté que
la matiere séche marque son maximum le premier jour de 1’analyse 20.05%, puis elle a
diminué progressivement jusqu’a atteindre sa valeur minimale 15.4% au bout du 14™ jour,
mais cette valeur reste dans les normes (lait frais 14 — 16% : TAMIME et ROBINSON (1995,
in BOURGEOIS et LARPENT, 1996). Cette diminution est probablement la conséquence
de :
o L’enrichissement de la matiére premiere est relativement faible (défaut d’ajustement
de la matiere seche).
« Effet de la chaine de production ou 1l y a une perte relative aux réactions
biochimiques a savoir la réaction de Maillard.
o L’hétérogénéité du prélévement qui est dit @ une mauvaise homogénéisation des pots
du yaourt avant le prélévement.
« On est tombé sur us lot dont 1’échantillon prélevé est formé d’unité avec un faible
teneur, en matiére séche mais cette dernicre est dans les normes.
La comparaison des moyennes a montré une différence hautement significative entre la

matiere seche des produits finis [P < 0.01], dont on a trois groupes de produit homogene.
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¢. La matiire minérale :

Les résultats représentés dans le tableau XIV et illustrés par la figure 20, montrent une
variation de la matiére minérale relative a celle de la matiére séche ou elle atteint son
maximum au cours du 1% jour de I’analyse 3% et minimwn au cours du 21°™ jour 1%, ces
valeurs montren? la richesse du yaourt en sels minéraux.

L’analyse statistique (comparaison des moyenncs) a montré une différence hautement
significative entre la richesse en matiere minérale des produits finis.

d. La matiére organique :

Du fait que la matiére organique est 1'un des composants de la matiére séche donc sa
variation est relative a celle de cette derniére. La matiere organique est étroitement liée a la
matiére séche ¢t minérale, les valeurs obtenues ont monti¢ la présence de deux groupes de
produits I’'un centré sur le yaourt produit a Ji4, ’autre sur le reste de la produéti(m’, cela dit la
faible teneur en matiére organique est obtenu au cours du J;4 avec une moyenne de 13.4%, en
revanche pour les autres produits, elle est de 17.05%, 18.40% et 17.95% respectivement pour
la production J,, J; et Jy;.

L’ analyse statistique (test de DUNCAN) a montré une différence hautement significative
entre le teneur ¢n matiére organique du yaourt produit en Jj, et celle des yaourts produit a Jy, J;
et Jo; (P <0.01.

Talleau X1V : Evolution de la matiére séche, minérale et organique

du produit fini (yaourt étuvé).

Jours Signification
Ms, Mmi, Mo Ji I Jug Joi statistique
Ms % 20.05 19.7 15.4 18.95 .
a c b
3 1.1 2 1
0 * 5 kk
Min % a b . b a
Mo % 17.05 18.60 13.40 17.95 .
a a b a
J: jour Mo : Matiére organique
Ms : Mati¢re seche * . Significatif
Mm : Matiére minérale ** - Hautement significatif.
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25
20 A
15 4 — O Matiere séche
| (] {1 Matiére minérale
10 Jd Matiére Organique
5 4
0 B ;

H J7 J14 J21

Figure 20 : Evolution de la matiére séche minérale
et organique du yaourt étuve.

I11.4.2. Paramétres microbiologiques du yaourt :

Nos résultats représentés dans le tableau XV montrent I’absence des germes recherchés.

Partant du principe « le yaourt est un produit vivant», il en ressort qu’au sein de notre
produit régne une flore abondante, et la flore lactique est la plus dominante.

[ absence des contaminants signes de contaminations fécales est liée a la bonne pratique de
I’hygiéne au niveau de la yaourterie.

L absence des pathogénes est liée au respect du processus technologique notamment la
pasteurisation et la stérilisation de la mati¢re premiere et au rdle inhibiteur qu’exercent les
bactéries lactiques envers les différentes flores par le biais de leurs produits métaboliques a
savoir Iacide lactique.

Les résultats obtenus sont justifiés par BOURGEOIS et LARPENT, (1996) qui rapportent
que :

Le traitement thermique du lait avant la fabrication étant suffisant pour détruire les
micro-organismes non sporulés pathogenes ou non . la présence de ces germes ne peut étre
qu-accidentelle, mais il est a noté qu’un yaourt & un pH inférieur ou égale a 4 (contenant 1%
d’acide lactique) est un milieu hostile pour les germes pathogénes comme pour la plupart des
autres bactéries indésirables, en ce qui concerne les micro-organismes non pathogeénes les
levures et les moisissures sont capables de se développer dans le vaourt.

Enfin, notre produit est de trés bonne qualité microbiologie.
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Tablezu XV : Résultats de I’analyse microbiologique du yaourt ferme.

Jours
Flore Normes
a controler Ji J1 Jus T algériennes
(germes/mL)
Coliformes totaux (10) 0 0 0 0 10/ml
Coliformes tl}?rlinotolerants 0 0 0 0 {ml
(107
Staphylococcuis Aureus (10°) 0 0 0 0 10/m]
Salmonella Abs Abs Abs Abs Abs
Levures 107 Abs | Abs | Abs | Abs | ~10%ml
Moisissures 10 Abs Abs Abs Abs Abs
Flore lactique 10> 395% 10° | 528x 107 | 560x 10? | 225x 107

Abs : Absence.

111.4.3. Examen microscopique :

D’aprés les observations microscopiques des bactéries du yaourt au cours de notre étude,

on a noté ce qui suit :

» Préscnce des Gram+, en paires et surtout en chaines (Streptococcus thermophilus).

C’est une des especes constituant la flore du yaourt.

e Absznce des Gram — .

o Du fait qu’il n’existe que des coques, on pense donc que notre ferment est de

comiposition pure.
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Tableau XVI : Résultats de I’examen microscopique

de la flore du yaourt (produit fini)

Joursz J 1 J7 J 14 J21
Co ués Présence de | Présence de | Présence de | Présence de
9 coques coques coques coques
Bacilles Absence Absence Absence Absence

I11.4.4. Controle des pots et de leur contenu (pot entier)

Selon les résustats représentés dans le tableau XVII et illustrés par la ﬁgure 21, on constate
une variation de la quantité du yaourt par pot qui doit étre normalement identique. On s’est
assuré que cela est dii & un probléme technique au niveau de la doseuse ou il y-a un débit de
mousse au lieu de lait ensemencé.

Pour le poids de I’emballage, on a remarqué que ce dernier est constant, cela s’explique par
I’utilisation du m3me emballage avec la méme matiére premiére (plastique).

Enfin, pour le paramétre produit sans Lactosérum et en comparaison avec le produit entier
le lactosérum ne présente qu’une fraction infine du produit formée généralement de micelles
de caséine et une faible quantité d’eau.

Les valeurs cnregistrées montrent ’hétérogénéité du contenu des pots mais le poids du
produit fini reste dans les normes.

Tableau XVII : Résultats des pesées : Pot entier,

emballage et produit sans lactosérum

J
Pesées ours Jy J7 Ji4 Ja
Pot enticr (gramme) | 134.9 132.6 132.6 128.1
Emballage (grammc) 6 6 6 6
Procuit sans 126.8 125.8 123.6 1213
Lactosériim (gramme)
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111.4.6. Analyse :ensorielle :

L’objectif de I’analyse sensorielle est d’évaluer par test de dégustation I’évolution de la

qualité du yaourt étuvc au cours de notre étude.

Les critéres d’évaluation sont : L’aspect, I’odeur, la texture et la saveur.

Les résultats du test de dégustation mentionnés dans le tableau XIX et illustrés par les

figures ont montré ce qui suit :

L’aspect : Selon la moyenne de notation, I’aspect de notre produit est bon. Les
différences sont liées aux taux de matieére séche ainsi qu’a la production des agents
épaississants sclon CORNING (1990 in BOURGEOIS et LARPENT, 1993), les
ferments lactiques produisent des polysaccharides qui évitent la séparation de sérum et
de coagulum (figure 22).
L’odeur : D’aprés les résultats enregistrés au cours de ce test, notre prodﬁif est de’
bonne odeur, ccla est dii a I’addition d’ar6me synthétique ( ﬁgur‘e-: 23).
La texture : I'n général, la texture de notre produit est bonne, ceci s’explique par la
production de jolysaccharides et de I’ensemencement suffisant, aux bonnes conditions
et au ferment actif (figure 22).

La saveur: La saveur caractéristique du yaourt provient d’une combinaison de
Pacide lactique et de divers composés carbonylés, comme ’acétaldéhyde et le diacetyle.
Plusieurs tests ont montré que l’acétaldéhyde pouvait étre directement associé a la

saveur et a ’aréme caractéristique du yaourt entier.

D’apreés nos résuliats, la saveur est considérée moyenne, cela s’explique par la faible

production du com;josés carbonyles par les souches du ferment (figure 23).

L’analyse de variar ce par le test de FREIDMAN montre le suivant :

Une différe.ice significative entre ’aspect du produit {ini fabriqué a J1 et celui des

autres produits (a J; I’aspect est meilleur).

« Une différe.ice hautement significative entre I"odeur du yaourt fabriqué a J4 et
celles des at:tres produits dont on a décelé une dégradation extréme de I’odeur a J,

« Aucune siguification n’a été a I’égard de la texture, tous les produits forment un
groupe iiomogéne.

» Une différence hautement significative entre la saveur des yaourts fabriqués a J; et

Ji4 et celles des yaourts fabriqués a J; et J,y, cette derniére est la meilleure.
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Tableau XIX : Résultat de I’analyse sensorielle du yaourt ferme.

Traitement / sujet Jy J7 J14 J21 S.S.
1 4 4 4 4
2 4 3 4 3
- 3 4 3 3 3 NS,
3 4 4 4 4 4
=3 Seors
< core 16 14 15 14
total:
Moye:ine 4 3.5 3.75 3.5
S.S. X
1 4 4 2 5
2 4 4 3 4 :
g 3 4 5 3 4 N'Sﬂ
S 4 4 3 3 4
S
0 Score 16 16 il 17
* totale o
Moye:ne 4 4 | 275 4.25
S.S. X o4 kK kK
1 3 3 3 4
2 4 4 4 4
» 3 3 4 4 3 N.S.
= 4 4 4 3 4
= a
~ tscft‘; © 14 15 14 15
Moye:ne 3.5 3.75 3.5 3.75
S.S N.S
1 3 4 2 4
2 3 3 3 3
. 3 3 4 3 4 *
S 4 2 3 3 3
g Scoie
A totale 11 14 .11 14
Moye.ine 2.75 35 275 3.5
S.S. ’ X 4 Xk x

S.S : Significatior. Statistique.
X : Significatif,

N.S : Non significatif.

X a >k >k :Significatif a hautement significatif
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Conclusion générale

Nous avons commencé ce travail par I’étude de quelques aptitudes technologiques du
ferment YC-X16. If apparait qu’il est apte a acidifier le lait et d’abaisser son pH & des valeurs
demandées (80°D et pH 4,57) au bout de 5 heures avec la dose 4% de levain. Ce ferment est
capable de dégrader les protéines du lait (caséines), sur le milien & 3% de lait écrémé, et de
modifier la viscosité et I’onctuosité du produit par la producticn d’exopolymeres avec la dose
2% de saccharose, il est sensible a quelques antibiotiques a savoir PI et IPM et il présente
également un pouvoir antagoniste vis-a-vis de Salmonello.

Les résultat; du contrdle des deux matiéres premiéres ont révélé que :

Le lait présonte les caractéres physico-chimiques suivants : une acidité¢ de 16 a 16,5°D
et un pH de 6,73 & 6,78, la matiére grasse est ajustée a 24g/l pour I’obtention d’un yaourt demi- |
gras, ainsi que la densité était de 1035, alors le lait est dans les nonmnes.

L’analyse microbiologique du lait montre I’absence des germes pathogénes et la
présence d’une flore aérobie mésophile totale avec un maximum de 7500 germes/ml
représentée par des levures, signe de contamination au niveau de laboratoire ou lors du
prélevement.

Le contrdle microbiologique de I’eau montre la présence d’une flore aérobie mésophile
totale dont le maximum est de 99 germes/inl représentée toujours par des levures, ainsi que la
présence de quel [ues coliformes totaux : 4 a 9 germes/ml, mais ces résultats restent dans les
norines.

En ce qui conc=me notre produit fini, I’analyse phy<sico-chimique montre que le yaourt
présente une ricl.esse en exirait sec et les parametres : acidiiés de 84 a 85°D et le pH 4,44 a
4,55 , ces dernies 5 sont dans les normes.

Le contré.e microbiologique du yaourt montre que ie respect du coté hygiénique et
I’effet des ferm:nts ont contribué a ’obtention d’un yaourt de qualit¢ microbiologique
satisfaisante suit: & I’absence des germes de contamination fécale et ceux pathogenes.

Les résultats de I’analyse sensorielle montrent que le yaourt présente une bonne qualité
organoleptique.
Enfin nous souhaitons que notre travail soit complété par 1’étude du pouvoir aromatisant

du ferment et la recherche des phages.
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ANNEXE 1:

Milieu de culture :
1) Gélose O.G.A : (Gélose a oxytetracycline) :
» Extrait de levure
= Glucose
= Agar
» Eau distillée

2) BAIRD-PARKER : Par 950mi de milieu :

Tryptone

Extrait de viande

Extrait autolytique de lexure
Pyruxate de sodium

Glycine

Chlorure de lithium

Agar Agar lacteuohyique
pH:

3) Gélose lactosée au didxycolate :

Proteose — peptone (Difis)
Lactose

Desoxycolate de sodium
Chlorure de sodium
Citrate de sodium

Agar

Rouge neutre

Eau distillée

4) Milieu de MAN, ROVIOSA, SHARPE. (M.R.S) :

5) Milieu YMA: (yeaist milkagar):Lait levuré Gélosé:

Peptone

Extrait de viande

Extrait de levure

Acétate de sodium
Phosphate bipotassique
Citrate d’amonium

Sulfate de magnésium. 7H2o0
Sulfate de manganése, 4H2o0
Glucose

Tween

Agar

pH 6,2

Extrait de levure

Peptone

Lait en poudre (ou lait 10ml)

Gélose ’ ,
Acétate de thalium a 0.5% (facultatif).

~

S5¢.
20g.
20g.

1000ml.
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Antibiotiques :
CF : Cefaloptine (30mg).

TE : Tétracycline (3041).
S : streptomycine (3041).
Fox: Cefoxitine (30Mg).
P: Penicilline (6Mg).

CZ: Cegazoline (30Mg).

Coloration de Gram :
Violet de gentiane: 30 a 40secondes.
Lavage a ’eau.
Lugel : 1 a 2minutes.
Neael 55 e st

Fuschine : recoloration 1égeére.

Lavage a ’eau.






Annexe 3 :

Analyse statistique

Test de FRIEDMAN :
Comparaison globale de tous les échantillons :

Sotent : J: Le nombre de sujets :
P : Le nombre d’échantillons (ou de produits) ;
Ri Ry..., Ry Les sommes des rangs attribuées aux P échantillons pour les J sujets.

Calculer :

F= mm R+ +R3)-3J(P+1)

F est comparé¢ aux valeurs critiques du test de FRIEDMAN.
St F = F de table au seuil choisi de 5% (o = 0,05) ou de 1% (a0 = 0.01). on peut conclure a une
différence significative globale entre les échantilions.

En cas des ex aequo : On peut remplacer F par :

s I
F= —

JP(P -

Ou : E s’obtient de la fagon suivante :
Soient : ny, ny, ..., n; le nombre d’ex aequo dans chacun des groupes de ex aequo existant.
E=(n’-m)+ (0 —ny) +..+ (n —uy)
Par exemple, dans le tableau N° 2 figurent cinq groupes d ex aequo:
Le 1° provient du sujet 1 (n; = 2) (1,5-4,5), le 2°™ provient du sujet 2 (n- = 2) (3.5 - 3.5), le

ccme

3°™ provient du sujet 3 (nz = 2), le 4°™ provient du sujet 4 (ny = 2). le 3°™ provient du sujet 5

(ns = 3).
De ce fait 1 E (2° = 2) + (3’ = 3) =6 +24 = 30
Comme J =3 et P =4, effectuer le test. apres avoir calculer F. en utilisant la valeur :

/<‘:~—L'_———_o 741



‘Comparaison des moyennes des échantillons:

Pour I’analyse statistique de la couleur :

1. Différence significative aprés cuisson (1 jour) :

La comparaison des échantillons est représentée de la fagon suivante : ABMT

o

Différence significative apres 15 jours de conservation :

La comparaison des échantillons est représentée de la fagon suivante : BATM

|8 ]

Différence significative apres 45 jours de conservation :

La comparaison des échantillons est représentée de la fagon suivante : BTAM

Pour I"analyse statistique de la flaveur :

La comparaison des échantillons est représentée de la fagon suivante : TAMB

Donc, on peut les représenter par :[T(a), A(a,b), B(b) et M(b)]

Méthodes de calcul :
[R=R/[21.96,J (p+1)/6

ou le monbre de couple (Ri, Rj) est égale a p(p+1)/2
Ri : Rang d’un échantillon.

Rj : Rang d’un autre échantillon.

Les facteurs étudiés dans notre expérimentation sont :

e Facteur 1 : traitement aux NaNO3, NaNO2 (4 variables (T). (A).(B). (M). apres chaque
ménie durée de conservation ou : Ftable = 7,8 (au risque de 5%) et 9,96 (au risque de
1%).

e Facteur 2 : durée de conservation (5 variable 1, 15, 30. 45 et 60 jours). entre chaque
méme traitement aux NaNO3 et NaNO2 ou : Ftable = 8.96 (au risque de 5%) et 11.52

(au risque de 1%).
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