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I ntroduction

Le lait est le produit intégral de la traite totale d’ une femelle laitiére bien portante,

bien nourrie et non surmenée.

L’ évolution des processus technologiques, des techniques de conservation et des
circuits de distribution a permis a |’ élaboration a divers époques de produits nouveaux, qui se
sont pas tous destinés au méme usage, mais qui tous, présentent un intérét propre. Les
destinés a la consommation humaine se distinguent en deux catégories: lait cru (sans

traitement thermique) et lait traité thermiquement (Luquet, 1990).

bY

L’usage des laits fermentés remonte a la domestication des animaux, mais
I’industrialisation de la production n’a démarré qu’ au XX°® siécle. Une large variété de laits
fermentés, sans cesse renouvelée par I'innovation de I'industrie laitiére, est proposee aux

consommateurs (Jeantet et al., 2000).

Les bactéries lactiques sont utilisées a grande échelle dans la production de ces laits
fermentés comme Lb. bulgaricus, Sc. thermophilus, Bifidobacterium,...Elles contribuent ala
texture, ala saveur des aliments par la production des ardmes et inhibent la prolifération des
microorganismes pathogenes, par la production des bactériocines et |’ abaissement du pH et

donc avoir un produit sain.

La production des yaourts est baseée sur I'utilisation de deux especes de bactéries
lactiques thermophiles en symbiose pour avoir un produit fini avec des propriétés
technologiques et nutritionnelles  intéressantes, qui sont toujours trés recherchées pour
chague produit mis sur le marché.

Ce mémoire est présenté principalement en trois parties; une synthése bibliographique
qui donne un apercu général sur les bactéries lactiques et la technologie de fabrication du
yaourt, une partie expérimentale comportant la partie matériel et méthodes et une autre pour

les résultats et discussion.

La partie expérimentale se porte sur le suivi de la croissance de la flore lactique issue
de deux ferments lyophilisés et congelés ainsi que la cinétique d acidification durant la
période du stockage (30 jours) du yaourt ferme aromatise étuve produit par la laiterie
«Ramdy » & latempérature de conservation de 6°C. Il consiste aussi ala vérification de la
possihilité de pousser laDLC de 10 jours.

Y



Chapitrel Bactéries et ferments lactiques

|- Bactérieslactiques:

[-1- Définition :

Les bactéries lactiques (BL) sont des microorganismes qui se caractérisent par une

tres forte production d’ acide lactique a partir du lactose. Ce sont des coques ou des batonnets

a Gram positif, généralement immobiles non sporulés dépourvus de catalase et de nitrate

réductase (De Roissart et Luquet, 1994).

Ce sont des bactéries auxotrophes aux acides aminés, aux vitamines et aux acides gras.

(Déllagio et al., 1994).

|-2-Classification :

Traditionnellement, les BL ont été classées en se basant sur les critéres phénotypiques

(lamorphologie, le mode de fermentation de glucose, |a croissance a différentes températures,

I’isomeére de I’ acide lactique produit et la fermentation des différents hydrates de carbone)

(Ouadghiri, 2009).

Selon Nokuthula et al. (2000), la classification des BL se base sur des techniques

génétiques telles que:

+¢ Le pourcentage en G-C.
¢+ Techniques d’ hybridation des Acides nucl éques.
% Séquencage del’ARN 16S.

Jusgqu’a 1997, les BL regroupent 12 genres, dont les plus étudiés sont : Lactobacillus,
Sreptococcus, Leuconostoc, Entherococcus et Pediococcus (Larpent-Gourgaud et al., 1997).

Les différents genres de BL sont représentés dans e tableau |.
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Tableau | : Lesprincipaux genresde bactérieslactiques (Novel, 1993).

Genre Cedlule Fermentation ADN G-C (%)
Forme Arrangement
Leuconostoc Coque Chaine ou Hétérolactique 36-43
en paire
Streptococcus Coque Chaines Homolactique 34-46
Pediococcus Coque Tétrade Homolactique 34-42
Lactobacillus Bacilleou Chaineou [Homo et hétérolactique 32-53
cocobacille isolé
|-3- Habitat :

Les BL sont fréquentes dans de nombreux milieux naturels, des végétaux (plantes et
fruits) des animaux et des humains (cavités buccales et vaginales, féces) et dans le lait (De
Roissart, 1986).

L’ espéce Streptococcus thermophilus est isolée du lait pasteurisé, du matériel de

laiterie et des levains artisanaux (Bekhouche, 2006).

L es espéces du genre Lactobacillus sont fréguentes dans e lait, les fromages, les laits
fermentés, dans les produits végétaux fermentés, les marinades, I’ ensilage, le vin, et dans les

viandes fraiches ou fermentées (Desmazeaud, 1996).
[-4- M étabolisme des bactéries lactiques:

Les BL convertissent les glucides en acide lactique par fermentation. Dans le cas ou
I’ acide lactique est le seul produit terminal, il S agit d’une homofermentation, contrairement a
I” héterofermentation, il S goute a ce dernier de I’ éthanol, de I’ acétate et du CO, (Ballows et
al., 1992).

Les bactéries homofermentaires utilisent la voie EMP (Embden - Mayerhoff
Parnas Pathway ) dans la derniére étape de la glycolyse. Celles hétérofermentaires utilisent les
voies du tagatose -6-phosphate et de la glycolyse, ainsi que celle des pentoses phosphate. Une
production d'acide formique et acétique peut avoir lieu et notamment en anaérobiose
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(Desmazeaud, 1996). Les voies de fermentation du glucose par les BL sont présentées sur la

figure O1.
Bactéries hétérofermentaires Bactéries homofermentaires
Glucose
. ATP
NADPH,H
. ADP
NADP Glucose 6-P
Acide -6- T
phosphogluconique Fructose 6-P
+ ATP
NADP
o, < =
NADPH,H* ADP
A 4 A 4
D-Ribulose -5-P Fructose 1,6 di-P
l Dihydroxyacétate-P
Xylose 5-P > | Glyceraldehyde 3-P
Phosphocétolase
op 2NAD+
2NADH,H+
2P
2ADP
M 2H,0
Acétyl phosphate ATP
Phosphoénol pyruvate (PEP)
2NADH,H+
ATP @ v
ADP 2NAD+ Pyruvate
Pi
2NADH,H+
é; 2NAD+
A4
Acétate Ethanol Acidelactique

Figure Ol : Schémareprésentant le métabolisme du glucose chez les bactéries lactiques
(De Vuyst, 2000).
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Chapitrel Bactéries et ferments lactiques

Les BL sont auxotrophes pour plusieurs acides aminés, seules celles a proténase

positive peuvent hydrolyser la caséine (Garaut et al., 2000).

Elles sont dépourvues d’ une catalase, mais possedent une peroxydase qui est moins
efficace que cette derniére, donc n’ éliminent pas facilement le peroxyde, elles sont dites micro-
aérophiles (Doleyres, 2003).

|I-Fermentslactiques:
|1-1-Définition :

Levains ou ferments lactiques sont des cultures pures ou mélange de bactéries
sélectionnées, qui sont utilisés pour la fabrication de produits laitiers fermentés. Au cours de
la fermentation, les bactéries se multiplient et produisent des composés conférant a I’ aliment
ses propriétés physicochimiques (pH et acidité) et organoleptiques (la saveur, I’arbme et la
texture) (Doleyres, 2003).

|1-2- Différentstypes de ferments:

La production de produits laitiers fermentés fait appel a deux types de ferment :

[1-2-1-Fer mentslactiques naturels:

Ils proviennent du lait n'ayant subit aucun traitement thermique, ils sont de
composition complexe et variable. On peut distinguer les ferments thermophiles utilisés pour la
fabrication des fromages a pate cuite, et ceux mésophiles pour la fabrication d’ autres types du
fromage et du beurre. Ils contiennent toujours des bactéries acidifiantes souvent associées a des

bactéries aromatisantes (Poulain, 1994).

[1-2-2- Fermentslactiques sélectionnés :

IIs sont composés de souches pures contribuant a réguler les propriétés
organoleptiques et acidifiantes. Cela exige une sélection rigoureuse (Stadhouders et L eeders,
1984).
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|- Laitsfermentéset yaourt :
|-1-Définition :

Le lait peut étre transformé par des réactions enzymatiques ou microbiennes en
produits ayant acquis de nouvelles qualités organoleptiques et présentant une meilleure
conservation. Un lait fermenté est un lait cru ou pasteurisé qui est seulement transformé par
I’ action des microorganismes et ne subit pas d égouttage : yaourt, lait acidifié,... (Guiraud,
2003).

|-2-Typesdelaitsfermentés:
|-2-1- Yaourt :

Il est obtenu suite a la fermentation du lait par deux especes thermophiles
(Streptococcus termophilus et Lactobacillus delbueckii ssp bulgaricus) qui sont sélectionnées
pour leurs caractéristiques technologiques d acidification et d’aromatisation (Federighi,
2005).

|-2-2- Ribot :

C'est un lait fermenté issu par utilisation des levains mésophiles par association des
Leuconostoc et des Lactococcus (Federighi, 2005).

[-2-3- Kéfir et koumiss:

Ce sont dautres types de laits fermentés moins répandus en Europe. IlIs sont
fabriqués a partir du lait de différentes espéces animales (vache, chévre, jument, chamelle) et
qui est fermenté par une flore complexe associant les levures et les bactéries lactiques
(Federighi, 2005).

|-3- Yaourt
|-3-1- Définition du yaourt :

Le yaourt ou yoghourt est le lait fermenté le plus consommeé. Cette fermentation
conduit a la prise en masse du lait. Le coagulum obtenu est ferme, sans exsudation. 1l peut
étre consommé en |'état ou apres brassage lui donnant une consistance crémeuse ou liquide.

La dénomination « Yaourt » est réservée au lait fermenté obtenu par le

dével oppement des seules bactéries lactiques thermophiles spécifiques (Lb. bulgaricus et .

o
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thermophilus) qui doivent étre ensemencées simultanément et se trouver vivantes dans le
produit fini, & raison d’au moins 10 millions de bactéries par gramme rapportées a la partie
lactée (FAO, 1995).
|-3-2-Typesdeyaourt :

Il existe deux types de yaourt qui sont le ferme et le brassé.

|-3-2-1-Yaourtsfermes:

Ce sont généralement les yaourts nature et aromatisés dont la fermentation a lieu en
pots. Les différentes étapes de production de ce type de yaourt sont présentées sur la figure

suivante:

6 Cuvesdelevain en vrac

1 Bac tampon

2 Echangeur de chaleur & 7 Cuvestampons

plaques 8 Fruit/arébme

3 Evaporateur 9 Mdangeur

4 Homogeneisateur 10 Machine conditionneuse

5 Chambreur 11 Incubation

Figure 02: Chaine de production du yaourt ferme (Tamime et Robinson, 2007).
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|-3-2-2- Yaourt brassé:

C'est le cas des yaourts veloutés natures ou aux fruits dont la fermentation a lieu en
cuve avant brassage et conditionnement (Jeantet et al., 2008). La figure 03 représente le

schéma général de la chaine de production du yaourt brasse.

1 Bac tampon

2 Echangeur de chaleur a
plaques

3 Evaporateur

4 Homogénéisateur

5 Chambreur

6 Cuvesdelevain en vrac
7 Cuve d’'incubation

8 Refroidisseur a plaque
9 Cuvestampons

10 Fruits arémes

11 Méangeur

12 Conditionnement

Figure 03: Chaine de production du yaourt brassé (Tamime et Robinson, 2007).
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|-3-3-Caractéristiques physicochimiques et microbiologiques du yaourt
|-3-3-1-Caractéristiques physicochimiques

Le yaourt est tres digestif, et contient deux fois plus d acides aminés libres: cette
propriété résulte du traitement thermique, de I’ acidification et de I’ activité protéol ytique des
bactéries. Lateneur moyenne des composés du yaourt est présentée dans le tableau I1.

Tableau Il: Teneur moyenne des composés du yaourt pour 100 gramme de produit
(Jeantet et al., 2008).

Composition Teneur moyenne pour 100 grammes
Proténes (g) 3.2
Lipides(g) 3,2
Glucides (g) 12
Calcium (mg) 140
Sodium (mgQ) 50
Potassium (mg) 190
Phosphore (mg) 106

Vaeur énergétique (kJ) :372

|-3-3-2-Caractéristiques microbiologiques du yaourt :

Les yaourts ne doivent contenir aucun germe pathogéne. lls doivent en outre
satisfaire aux critéres bactériologiques qui sont fixés dans le tableau I11.

Tableau |l1: Caractéristiques microbiologiques du yaourt (JORA 35, 1998).

Déter mination n Norme (UFC/ml)
Coliformes totatix 5 10
Coliformes fécaux 5 1

Saphylococcus aureus 5 10
Levures 5 <10°
Moisissures 5 Absence
Salmonelles 5 Absence
Laflorelactique 5 >10’
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n : nombres d’ unités composant I’ échantillon.
|-3-4-Technologie de production du yaourt :
|-3-4-1-Préparation du lait

v Enrichissement en matiere seche

La teneur en matiére séche du lait mis en ceuvre dans la fabrication du yaourt est un
facteur qui conditionne la viscosité et la consistance du produit fini. Les protéines ont un réle
déterminant sur la texture et la matiére grasse sur les caractéristiques organoleptiques. La
teneur en matiére grasse est gustée en fonction des produits de 0,5 a 3,5%, et celle de
I’ extrait sec dégraisse a environ 14% (Jeantet et al., 2008).

|-3-4-2-Homogénéisation :

Ce traitement est pratiqué surtout dans le cas des laits gras (10 & 25.10° Pa & 60-
90°C) (Jeantet et al., 2008). L’homogeénéisation vise, avant tout, a réduire la taille des
globules gras et est indispensable pour éviter la remontée de la matiére grasse pendant la
fermentation (Luquet et Corrieu, 2005).

[-3-4-3-Traitement thermique:

Le lait subit un traitement thermique (pasteurisation, tyndallisation, stérilisation,...)
qui a pour buts:

e Ladestruction des germes pathogenes (bactéries, levures et moisissures) ;

e Favorisation de développement de la flore lactique spécifique par la formation de
d’ acide formique et d’ autres facteurs de croissance ;

e L’induction de modifications physicochimiques au niveau de la fraction du lait,
notamment par dénaturation des protéines sériques. |l en résulte une augmentation de
lafermeté du coagulum, ce qui limite la synérese et améliore latexture du yaourt et sa
stabilité (Jeantet et al., 2008).

| -3-4-4-Ensemencement et étuvage:

L’ ensemencement d’ une culture de Lb. bulgaricus et de S. thermophilus doit se faire
aprés refroidissement et avec un taux assez éevé (10° UFC/ml) pour assurer une acidification

correcte: il varie selon la viabilité des cultures (Jeantet et al., 2008), avec I’ utilisation des

=,
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levains concentrés congelés ou lyophilisés. C’est I’ensemencement direct des cuves qui se
fait et qui apporte une sécurité dans la mesure ou il supprime la fabrication des ferments dans
I"usine et leur transfert dans les cuves (Luquet et Corrieu, 2005). L’ é&uvage se fait a 40-45°C

pendant 2-4heure.
|-3-4-5-Aromatisation et Conditionnement :

L’gout du sucre ou des ardmes se fait suite a |I’ensemencement pour les yaourts
fermes alors que I’addition des fruits se fait juste apres le refroidissement. Deux types
d’emballage sont utilisés: les pots en verre et les pots en plastique (par thermoformage)
(Jeantet et al., 2008).

|-3-4-6-Arrét delafermentation :

Lorsque le pH approprié est atteint, un refroidissement rapide est effectué pour
bloguer la fermentation (Jeantet et al., 2008). Cet arrét doit se faire vers un pH=4,5 pour
éviter une poste acidification et donc une contraction du gel (Branger et al, 2007). Dans le
cas des pots étuves, ce refroidissement est effectué soit dans des chambres froides ventil ées,
soit dans un tunnel. Dans le cas des yaourts brassés, un brassage est réalisé au préaable par
différentes techniques permettant d’ améliorer I’ onctuosité du produit et de réduire la synérese,
il sefait aunetempérature de 2 a5°C (Jeantet et al., 2008). La procédure de fabrication des

différents types de yaourt est résumeée dans la figure 04.
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Standardisation du lait (0,5<MG>3,5%) et dégraissé (14%)

v

Homogeénéisation

(60-65°C /10 a2 10-25MPa)

A

Traitement thermique

(85°C/ 30 mn ou 98°C/7 mn)

Refroidissement avant
inoculation 40-45°C

A

\ 2 v
Inoculation des ferments Inoculation des ferments Inocul ation des ferments en
. tank et incubation
1-5% Streptococcus / Lactobacillus
| =12a21 Streptococcus / Lactobacillus
=12a2/1
v
Mise en pot ” : A
Rempli e des pots avec
. P Lissage et refroidissement

' le fruit
l 20-28°C et pH 4,5-4,7

!

Incubation 40-45°C, 2-4h : ' Aromes,
Mise en pot || fruits

pH 4,6-4,7 1
Incubation 40-45°C, 2-4h Mise en pots "
A
Refroidissement rapide et pH 4,6-4,7
stockage au froid pH 4,0- Refroidissement rapide et
4.4 : stockage au froid a (2-5°C)

A4

Refroidissement rapide et
‘ stockage au froid (2-5°C)

!

i Y aourt brassé “
Y aourt ferme sur lit de fruit ||

Y aourt ferme

Figure 04: Diagramme technologique de fabrication du yaourt (Jeantet et al., 2008).
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|-3-5- Caracteres sensorielsdu yaourt :

L’ analyse sensorielle a pour but de décrire les caractéristiques organoleptiques des
produits, de fagon objective et qualifiable selon des criteres bien définis d’ aspect, de texture,
de saveur et d'arébme (Luquet et Corrieu, 2005).

La norme FIL 99C (1997) indique la méhode de référence d’ évaluation sensorielle

des produits laitiers qui est basée sur |’ apparence, la consistance, la flaveur et I’ odeur.

+« L’ évaluation de I’ apparence portera sur le remplissage, la couleur, la pureté visible, la
présence de matiere étrangere, de points de moisissures et |’ exsudation du serum.

% L’évaluation de la consistance porte sur |’ épaisseur, le caractére collant et le caractere
granuleux. Elle est réalisée en mélangeant le produit a I’aide d’une cuillére avant de
malaxer I’ échantillon dans la bouche.

« L’ évaluation de la flaveur est réalisée en goltant le produit, et celle de I’odeur en le

flairant.
|-3-6-Conservation du yaourt:
Les yaourts doivent étre maintenus a une température susceptible d’éviter leur
altération et qui est fixée a:
4 6°C pour le stockage et le transport.

+ 8°C pour laremise directe au consommateur (Document CAQCE, 1996).

Si le maintien des yaourts au froid empéche la multiplication bactérienne, leur
activité métabolique ne s arréte pas complétement. Bien que lente, la production d’acide
lactique se poursuit (FAO, 1995).

[-3-7-Intér és nutritionnels et thérapeutiques du yaourt:
Un pot de yaourt possede la méme valeur nutritive d’un pot du lait et parmi ses
intéréts:

» Amédioration de |’ absorption du lactose : Le yaourt présente une meilleure absorption
gue lelait surtout pour les sujets intolérants au lactose (Moreau, 2005).

» Amédioration de la digestibilité des protéines : Une éude est faite sur I’ hypothése que
les bactéries lactiques ont un réle dans I’ activité lactasique de la muqueuse intestinale

5,
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et la libération de lactase bactérienne lors de la destruction de BL pendant le transit
intestina (Gérard, 2001).

> Activité antibactérienne: La production d'acides organiques principalement |’ acide
lactique conduit a |’ abaissement du pH qui inhibe la croissance des microorganismes
(Herrerosaet al., 2005).

» Stimulation du systeme immunitaire: Les BL présentent une action qui stimule le
systéme immunitaire en agissant sur les cellules spécifiques et non spécifiques de
I’immunité (Marteau et al., 1994). Le yaourt a un effet immunorégulateur, qui permet
d’ augmenter la production d'interférons et d exciter I’ activité des lymphocytes B, cet
effet peut étre attribué aux Lb. bulgaricus (Mahaut et al., 2000).

> Action préventive contre les cancers de la sphere digestive :

Les BL modifient les enzymes bactériennes a |’ origine des carcinogenes dans le tube
digestif en inhibant la formation des substances précancéreuses (Drouault et Corthier,
2001).

» Action hypocholestérolémiante: Le taux du cholestérol diminue suite a la
consommation des produits laitiers fermentés. Parmi les hypotheses proposées pour
expliquer cette diminution est que les BL absorbent le cholestérol (Drouault et
Corthier, 2001).

II- Les deux fermentsdu yaourt :

Il'y adeux souches qui sont exclusivement utilisées pour produire du yaourt. Il s agit
de:

I1-1- Streptococcus thermophilus:

C’est un cocci a Gram positif, anaérobie facultatif, immobile, qui ne produit pas de
gaz a partir du glucose. Cette espéce se distingue d' autres streptocoques par une croissance
thermophile avec un optimum de 40 a45°C, mais une inhibition & 10°C, sathermorésistance a
60°C pendant 30 minutes et une forte sensibilité au NaCl (4%) (De Roissart et Luquet, 1994).
Il est caractérise par |’absence de tout antigene du groupe D, et une activité fermentaire
réduite a quelques sucres. Le type de muréne est le Lys-Ala, et le pourcentage G-C varie
entre 37 et 40% (Leveau et Bouix , 1993).
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I 1-2- Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus:

Cest un bacille a Gram positif, non sporulé, immobile, micro-agrophile,
métabolisant un nombre limité de glucides, et incapable de fermenter le galactose. Il se
développe a 45°C et a un pH de 7 avec une production uniquement de I'isomére D(-) de
I’acide lactique (De Roissart et Luquet , 1994). Son peptidoglycane est de type Lys-Asp, le
pourcentage G-C varie ente 49 et 51% (Steele, 1997).

|1-3-Classification des deux espéces :

D’apres laseconde édition du Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology ,
les deux souches sont regroupées dans le volume (I11) qui représente les bacteria a Gram (+)
pauvres en G-C (Prescott et al ., 2010).

Leursrangs taxonomiques sont comme suit:

Domaine: Bactria
Phylum : Firmicutes.

Classelll : Bacilli.
/ Ordre: Lactobacillales. \
Famille : Lactobacillacea. Famille : Streptococacea.
: Genre: Sreptococcus.
Genre: Lactobacillus.
Espece : Streptococcus
Espece : Lactobacillus bulgaricus. thermophilus.

Sous espece : Lactobacillus delbrueckii
ssp bulgaricus.

| 1-4- Propriétéstechnologiques des deux souches
I1-4-1- Activité acidifiante:

La production d'acide lactique influence la texture, le golt et la qualité
microbiologique du yaourt. Elle contribue a un abaissement du pH qui joue un réle dans
I"inhibition de plusieurs types bactériens contaminants (Enterobacteriacea et Pseudomonacea )
ains que des bactéries pathogenes comme Listeria monocytogenes et Salmonella
(Desmazeaud, 1996).
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L’ acide lactique est produit sous I’ une des formes isomeériques L(+), ou D(-) ou bien
en méange racémique (Béal et Sodini, 2003). La portion de L(+) est la forme la plus
assimilable de I’ acide lactique présent dans |e yaourt, avec un pourcentage de 40 a 70%.

S. thermophilus produit I’ acide lactique de forme L(+), tandis que Lb. bulgaricus

produit majoritairement celui de forme D(-) et le racémique (Loones, 1994).

| 1-4-2-Activité aromatisante:
L’ acétaldehyde est un composé important de I’ ardme du yaourt (Leveau et al., 1994).
Il est produit principalement par Lbs bulgaricus a partir de la thréonine. La réaction est

réalisée par lathréonine aldolase comme suit (Loones, 1994):

Thréonine glycine Acetaldehyde
CH3CHOHCHNH2COOH ©=————">NH2CH2COOH +CH3CHO

Tréonine aldolase

I1-4-3- Production d’ exoplysaccharides:

La fermeté et la consistance sont des caractéristiques importantes dans le yaourt
(Loones, 1989). Elles sont dues a I’ excrétion de polymeéres de glucides (EPS), ce qui donne
leur pouvoir épaississant, gélifiant et stabilisant (Bouzar et al., 1997).

|1-4-4-Activité protéolytique :

Ces ferments possedent des protéases qui dégradent la caséine du lait; Lb.
bulgaricus contient des protéases localiseées au niveau de la paroi cellulaire ce qui permet la

dégradation des casénes par I’ activité endopeptidasique.

S. thermophilus possede une faible activité endopeptidasique donc dégrade les
polypeptides en acides aminés libres par son activité exopeptidasique (Monnet et Gripon,
1994).

[1-4-5- Activité antimicrobienne:

Les deux souches produisent plusieurs composés antimicrobiens naturels, a savoir les
acides organiques (lactique, acétique, formique, ...), le dioxyde de carbone, le peroxyde
d hydrogene, le diactyle, I’ é&thanol et des bactériocines (Y ao, 2009).
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I1-5-Synergie entreles deux souches:

L’ association de deux souches du yaourt est dite protocoopération qui est bénéfique
pour les deux espéces (Driessen, 1981). Ce phénomene de synergie est une stimulation qui
concerne principalement la croissance, |'acidification et la production de composés
aromatiques (Mahaut et al., 2000).

Au cours de cette symbiose, les phases de croissance des deux souches sont décal ées
dans le temps. En effet, la premiére phase est celle de la croissance de . thermophilus, dans
un deuxieme temps, celle-ci ralentit du fait de |’ effet inhibiteur de I’ acide lactique produit,

alors que le taux de croissance de Lb. bulgaricus augmente (Rasic et Kurmann, 1978).

La stimulation de cette coculture s explique par différentes exigences en facteurs de
croissance des deux especes. . thermophilus est peu protéolytique, du fait d’une faible
activité ou |’ absence d une protéase de paroi et par conséquent sa croissance est limitée étant
donné I’insuffisance des acides aminés et les peptides présents initialement dans le lait pour
couvrir ses besoins (Marshall, 1987). Par contre, Lb. bulgaricus posséde cette derniére qui va
permettre la libération de ces acides aminés et peptides. Quant a . thermophilus produit de
I’ acide formique et dioxyde de carbone stimulant Lb. bulgaricus en synthétisant des purines
(Veringa et al., 1968 ). Cette symbiose permet d’améliorer les criteres de sélection et une
réduction de la phase de latence des cultures et une meilleure résistance aux concentrations
élevées en saccharose dans les produits sucrés (Luquet et Corrieu, 2005). La synergie entre

Lb. bulgaricus et . thermophilus est présentée dans lafigure 05.

Acides aminés

* «— <« Protéinedu lait

Peptides _ N
Sreptococcus Lactobacillus delbrueckii

thermophilus ssp bulgaricus

‘Z:X’ > CO; >

Acide formique >

Uréedu lait T
Lait

Figure 05: Schéma desfacteurs stimulants la coopération inter espéces (L oones, 1994).
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| 1-6-Différents modes de conservation :

Plusieurs méthodes sont utilisées en fonction de la souche et le but recherché. La
technique courante de conservation des souches est celle des repiquages successifs, mais elle
est limitée dans le temps. En effet, certaines souches accumulent des déchets toxiques en
modifiant le pH : il est nécessaire de les repiquer tres vite apres la fin de la croissance. Pour
augmenter la durée de conservation ou pour conserver des cultures importantes, il est

nécessaire de recourir alacongéation ou alalyophilisation (Guiraud, 2003).
I1-6-1-Lyophilisation :

Elle consiste en une congéation suivie d une sublimation. De nombreuses cellules
sont tuées mais les survivants gardent toutes leurs propriétés pendant un temps atteignant

souvent plusieurs années.

Cette méthode est utilisée pour la conservation de quantités importantes de germes
et a donc un grand intérét industriel. Le liquide de suspension est un colloide hydrophile
comme le lait. Il est possible d utiliser également du glycérol (10%), de la gélatine et de
serum inactif (Guiraud, 2003).

I1-6-2-Congélation :

Elle permet |a conservation d’ une quantité importante de germes et pendant plusieurs
années. Les cultures sont centrifugées stérilement et mises en suspension dans un milieu a
10% de glycérol ou dans du lait écrémé, puis congelées a I’ azote liquide qui permet une
congélation rapide et limite la mortalité. Ces souches sont conservées a-25 °C ou mieux a -
80°C (Guiraud, 2003).

I1-6-3- Repiquage successif :

C’est une méthode qui utilise des tubes de milieux solidesinclinés ou en culot. Une
fois ensemences, les tubes sont placés a I’ étuve pour que la croissance débute puis avant
qu’ elle ne soit trop abondante, les tubes sont placés dans une armoire réfrigérée & 4°C ou
parfois laissés a température ambiante. La vitalité de la souche se maintient pendant des

durées variables, selon latempérature et | espéce microbienne (Guiraud, 2003).

=
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I1-7- Viabilité des souches du ferment lactique:

La conservation des microorganismes par différentes méthodes de séchage facilite la
manipulation et le stockage et en réduit les colts. Ces méthodes sont assez agressives vis-a
vis des microorganismes car elles impliguent de fortes variations de la T° du produit (Mille et
al., 2005).

L’ utilisation de cryoprotecteurs au cours de la lyophilisation et de la congélation et
d’ antioxydant pendant |e stockage augmente significativement le taux de viabilité des cellules
(Coulibaly, 2010).

Le séchage est responsable de différentes formes de dommages cellulaires,
principalement en raison des changements dans |’ état physique des lipides membranaires et
dans la structure des protéines sensibles, qui conduisent souvent a une perte sévere de la
viabilité bactérienne (Leslie et al., 1995).




Partie pratique Présentation del’ organisme d’ accueil « Ramdy »

| -Présentation del’ organisme d’ accueil :

Historique:

» En 1983, le groupe Batouche a créeé une petite unité de fabrication de yaourt dans la
région d’ Ighzer Amokrane avec une capacité de production de 1000 pots /heure.

» En 1986, I'unité a réussi a acquérir une conditionneuse thermo-formeuse d une
capacité de 4000 pots /heure.

» En 1988, |’entreprise s est dotée d'un atelier de fabrication de fromage fondu et de
camembert.

» En 1991, sefut I’ acquisition d’ une ligne de production de créme dessert.

» En 1993, une nouvelle conditionneuse est arrivée avec une capacité de 9000 pots
/heure.

» En 1995, I’entreprise a acquis deux conditionneuses 12000 et 9000 pots /heure et une
remplisseuse de 7000 pots /heure.

» Suite a la création de la zone industrielle d’Akbou en 1996, le groupe Batouche
inaugure sa nouvelle unité.

» En 1999, une construction d’ une deuxieme usine de fabrication des produits laitiers
(fromage fondu en portion 8 et 16, fromage a pate pressée et camembert).

» En 2001, signature de I’accord de partenariat avec le groupe DANONE avec une

participation de 51% dans la société « DDA SPA ».

Lamarque DANONE a été lancée en Aodt 2002.

Situation géographique:

L’ entreprise « Ramdy » S’ est implantée avec une superficie de 2397 m? :

» Dans une zone industrielle de 50 unités agroalimentaires

» A quelques dizaines de métres de lavoie ferrée.
» A 60kmdeBgaa
» 170 km al’est delacapitale Alger.
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Organigramme de la laiterie « Ramdy »

PRESIDENT DIRECTEUR GENERAL

|| PRODUCTION || MAITENANCE & M-G-X COMPTAB & RESSOURCES COMMERCIAL APPROVISIONNEMENT
FINANCES HUMAINES
CONTROLE DE ELECTROMECANIQUE GEST, STOKS
o FACTURATION :
QUALITE Nl FINANCES GESTIONS& PAIE Nl
EFFECTIFS: 1x4=4
ENCADREMENT ¢ MANUTENTIONNAIRE
PRODUGTION ELECTRICITE | LIVRAISON
| 1 COMPTABILITE o1 01 “
GLE 7 HYGIENNE & MANUTENTIONNAIRE
SECURITE «
ATELEIR FROMAGE
PORTION CHAUFFEURS Gardiens: 07 ACHATSLOCAUX
¢
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Effectifs: 05x3=15

ATELIER YAOURT
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SOUDEUR <

1

MAGCON : 01

MAN@EUVRE : 01

Figure 06: Organigramme dela SARL Ramdy.
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Notre stage pratique a été effectué au « Laboratoire de controle de qualité et
d’ analyses », de lalaiterie-fromagerie « Ramdy » durant 60 jours (du 02 Février au 02 Avril
2012).

Ce travail consiste entre autre a un suivi de la croissance de la flore lactique du
yaourt étuvé « Ramdy » fabriqué par ensemencement de deux ferments différents; lyophilisé

et congelé, ainsi de vérifier la possibilité de pousser laDLC de ce produit de 10 jours.

Afin de lutter contre les phages qui s attaguent aux ferments lactiques, la laiterie
ensemence ses ferments congelé et lyophilisé dans les cuves d une maniere aternée, car les
ferments sont doués d'un systéme de défense contre les phages et pour que ces derniers ne
S adaptent plus a ce mécanisme de résistance, il faut changer a chague fois le type du ferment.

I1- Testsde confirmation del’identité des deux souchesdu ferment :

Avant d'ensemencer les ferments dans les cuves, nous avons procédé a une

identification des deux souches constituant les deux types de ferment.

Les tests de confirmation de . thermophilus et Lb. bulgaricus des deux types de
ferment du yaourt ont éé réalisés par certains tests de base d'identification a savoir : |’ état
frais, la coloration de Gram, le test de catalase et |'aspect des colonies sous une loupe

binoculaire.

Apres avoir suspendu 1g de ferment lyophilisé ou congelé dans 9 ml de liquide
Ringer (LR) & partir de cette méme dilution, réaliser des dilutions décimales (jusqu’210®), un
ensemencement sur les deux milieux MRS (S. thermophilus) et M17 (Lb. bulgaricus) avec
les dilutions (10° jusqu'a 10°®) est réalisé. Les colonies obtenues sur les deux milieux vont

servir pour les différents tests de confirmation.
I1-1-L " aspect des colonies:

Apres I’incubation des milieux gélosés ensemences, on peut observer sous une loupe
binoculaire les colonies bactériennes et noter quelques caractéres culturaux comme la taille
des colonies, leur forme et leur transparence.

&
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[1-2-L"état frais:

Il permet I'observation des bactéries a I'état vivant, la détermination de leur
morphologie, leur mode de regroupement et leur mobilité éventuelle, et ¢a apres avoir
effectué une coloration au bleu de méthyléene.

[1-3-La coloration de Gram :

La coloration de Gram est une coloration dite différentielle qui se base sur I’ utilisation
de deux colorants (Violet de gentiane et fuchsine), un fixateur (lugol) et de I’acool (I’ ééhanaol)
qui va solubiliser les lipides de la paroi des Gram négatifs. Ains cette coloration nous

permet de distinguer entre deux groupes bactériens dont lesG et lesG".

Avec cette coloration, les bactéries Gram positives apparaissent en violet foncé

tandis que les bactéries Gram négatives sont col orées en rose.
I1-4-Test dela catalase :

Sur une lame de verre propre, une goutte de la solution de I’ eau oxygénée (30%) est
déposée (HO, 2008), puis mise en contact avec une colonie isolée, prélevée directement avec
une pipette Pasteur boutonnée. S'il ya effervescence, la bactérie possede la catalase donc elle
est catalase (+) et s rien n'est observe, la bactérie ne possede pas |I’enzyme, donc elle est
catalase(-) (Déllaras, 2007).

[11-Echantillonnage:

Pour le suivi de la croissance de la flore lactique du yaourt étudié, des échantillons

ont été prélevés pour les deux types de ferment a différents niveaux :

« Juste apres la production (a la sortie de la machine conditionneuse); 5 pots sont
prélevés,

% Durant I’ étuvage (45 + 2 °C durant quatre heures), pendant 4 heurs de maturation, 5
pots sont prélevés a chague heur;

« Apres la maturation, 10 plaquettes (de 8 pots) sont prises et conservées dans la
chambre de stockage a6°C;

% Chez le consommateur, le prélévement concerne 2 pots de yaourt d’une maniére que

les échantillons préservent leurs température a 9°C durant le transport et ¢ca dans une

glaciaire.

=
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IV-Analyses physicochimiques:

Les analyses physicochimiques sont effectuées a chaque heure durant la maturation

du yaourt, ainsi que chague trois jour durant le stockage et Jusqu’ a J+40.
IV-1- Aciditétitrable:

C est laquantité de |’ acide lactique contenant dans un litre du lait (Guiraud et Rose,
2004). Elle est dite aussi acidité Dornic, car elle est titrée par la soude Dornic (MOLABO14-
ISO6091-190). Elle sexprime en (%) déquivalents d'acide lactique ou bien en (°D)
(Vignola, 2010).

« Principe:
Il se base sur le titrage de I’ acidité par |I” hydroxyde de sodium (1/9N) en présence de la
phénol phtaléine (1% m/v) comme indicateur de couleur.

% Mode opératoire:

Dix ml du yaourt sont versés dans un erlenmeyer al’aide d’ une seringue aprés avoir bien
mélanger le pot. 3 a4 gouttes de phénol phtaléine sont ajoutées, puis le titrage est réalise

avec de lasolution NaOH jusqu’ au virage ala couleur rose pal e persistante.

« EXpression desreésultats:
L’ acidité en (°D), sera égale au volume (ml) de la chute de la burette fois 10.
Soit : 1°D= 0,01 g d'acide lactique/ 100 g du produit fini.
IV-2-Mesuredu pH :

Le pH est mesuré avec un pH métre (SympHony) alatempérature correspondant au
milieu de prélevement. Les mesures sont prises apres deux minutes environ afin de permettre
la stabilité d’ électrode. Apres chaque utilisation, cette derniere doit étre rincée avec de |’ eau
distillée et laplonger danslasolution saturée de KCI (3M) (1SO-7218-1996).

V- Dénombrement delaflorelactique:
V-1-Préparation desdilutions:

La préparation de la solution mere se fait dans un flacon stérile, par gout de 10 g
d’ échantillon 290 ml de LR en proportion de 1/9, ensuite |’ ensemble est homogénéisé durant

2 min.
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Afin de dénombrer la flore lactique, une série de dilutions décimales est réalisee
d’'une maniére a préever 1 ml de cette solution mére et I'introduire dans 9 ml de LR et des
dilutions successives ont été réalisées jusqu’ &’ obtention de la dilution 10 en homogénéisant

achaque dilution.
V-2- Méthode de dénombrement delaflorelactique:

Le dénombrement s effectue a: jour, J+1, J+9, J+14, J+21, J+28, DLC et J+40, pour
les échantillons de la laiterie, a J+18 pour le FL (Ferment lyophilis€) et a J+8 pour le FC

(Ferment Congelé).

Il s'agit de dénombrer la flore lactique qui est constituée de deux especes, SC.

thermophilus et Lb. bulgaricusissues de deux types de ferment: congelé et lyophilisé.

A partir des dilutions 10, 10°, 107, 10® et 10°, 1 ml de la solution est introduit dans
deux boites de Pétri, la procédure est représentée dans lafigure 07.

> Pour le dénombrement de Sc. thermophilus, la gélose M17 est ensemencée en masse
et bien homogeénéisé. Les boites sont incubées a 37°C pendant 48h.

> Pour le dénombrement de Lb. bulgaricus, la gélose MRS est ensemencée en double

couche. Les boites sont incubées a 37°C pendant 72h.

Apres incubation, un dénombrement des colonies sur les différentes boites est réalisé.

Le nombre de colonies est déterminé selon laformule suivante :

XC
~ (M+01ny)d

N

>C: La somme des colonies comptées sur toutes les boites contenants entre 10 et 200
colonies.

n; : Le nombre de boites comptées aladilution la plus faible.

n,: Le nombre de boites comptées aladilution la plus élevée.

D : Lavaeur correspondant aladilution des premiers dénombrements retenus.
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90 ml deLR+10g
del’ échantillon

9ml de LR +1 ml de
ladilution pour
chague tube.

10° 10% 10° ® 107 108 0°

Incubation a
37°C/72h.

Incubation a

37°C/48h.

Figure 07 : Schémaiillustrant la méhode de dénombrement delaflorelactique du
yaourt.
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|-Résultats des tests de confirmation de I’ identité des deux souches:
|-1-L’état frais:

Apres la coloration au bleu de méthylene, les cellules bactériennes ont été observées sous

microscope optigue avec le Grossissement (Gx40) :

v' Surlemilieu MRS: des bacilles en chainette qui sont immobiles;

v Surle milieu M17: des coques aussi en chainette et immobiles.
[-2-Coloration de Gram :

Une observation sous microscope optique (Gx100) montre que les cellules sur le
milieu MRS avaient une forme de bétonnets colorés en violet (Gram positif) et sur le milieu
M17 elles avaient une forme cocci, soit en paire (diplocoque) ou en chainette d’ une couleur

violette (Gram positif).

|-3-L’aspect des colonies souslaloupe:
Les colonies de &. thermophilus apparaissent sur milieu M17 sous forme

lenticulaire, d’unetaille entre 1 et 2 mm et d' une couleur blanchatre.

Celles de Lb. bulgaricus apparaissent sur milieu MRS sous forme lenticulaire,

d’unetaille de 1a 3 mm et toujours d’ une couleur blanchétre.

|-4- Test delacatalase :

Juste apres |’ gjout de | eau oxygénée, aucune effervescence n’ apparait pour les deux

espéces, donc elles sont catal ase négative.

=
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I1-Résultats d’analyses physicochimiques:

I1-1- Résultats du suivi du pH et d’acidité au cours de la maturation pour les deux

typesdeferment :
I1-1-1-Evolution du pH au coursde la maturation :

L’ évolution du pH et de I'acidité est marquée par la production d’ acide lactique qui
est une des principales fonctions des bactéries lactiques en technologie laitiere. Cet acide
organique permet de concentrer et de conserver la matiére seche du lait en intervenant comme
coagulant et antimicrobien (Schmidt et al., 1994).

Les mesures du pH et d'acidité du yaourt étuvé aromatisé «Ramdy » au cours de la
maturation, ont été prises a chague heureaune T de 45+2 °C.

pH du ferment lyophilisé

pH du ferment congelé

Figure 08: Evolution du pH au coursdela maturation pour lesdeux typesde ferment.

La figure 08 montre que durant la premiére heure, le pH diminue en ralenti pour le
FL de 6,34 a6,12, contrairement a celui du FC qui diminue rapidement de 6,35 a5,9. Cela
peut-étre expliqué par |’ adaptation immeédiate des souches du FC par rapport a celles du FL.

Au dela des valeurs citées précédemment, le pH diminue progressivement pour les
deux fermentsjusgu’ a atteindre 4,65 au bout de quatre heures (I’ arrét de la maturation).

Cette diminution est due a la production progressive d'acide lactique par les
ferments et ca apartir du pyruvate en libérant des H* par une lactate déshydrogénase.

E
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I1-1-2- Evolution del’acidité au cours dela maturation:

Acidité du ferment lyophilisé

Acidité du ferment congelé

Figure 09: Evolution del’acidité au coursdela maturation pour lesdeux typesde
ferment.

Durant les 2 premiéres heures, |’ acidité augmente lentement de 19 a 37 °D pour le FL,
tandis qu’elle augmente rapidement de 20 a 40,5 °D pour le FC. Au bout de 4 heures €elle
atteint 72°D pour le FL et 77 °D pour le FC (L’ arrét de la maturation).

Il est remarquable que la cinétique d’ acidification évolue d’une maniére différente

pour les deux types de ferment, cela peut-étre dd a:

» L’accoutumance du ferment aux nouvelles conditions du milieu (Luquet et Boudier,
1981).

> Laqualité du lait, particuliérement I’ apport en lactose et en composés azotés qui peut
influencer sur lacinétique d acidification (Loones, 1994).

» Les exigences nutritionnelles prononcées des BL, couplées a la faible concentration
du lait en substances azotées facilement assimilables.

» Lanature du ferment.

E
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|1-2-Résultats du suivi del’évolution du pH et d’acidité durant le stockage

pour les deux typesdeferment :

Aprés la maturation du yaourt, au cours de sa conservation a basse température
(6°C), I activité acidifiante des bactéries lactiques se poursuit (Pernoud et al., 2005).

Un suivi de I’évolution du pH et de I’ acidité du yaourt étuvé durant son stockage a
été effectué. Afin de vérifier la possibilité de pousser la DLC, une comparaison de la post-
acidification de ce yaourt maintenu a une T stable a savoir 6°C au sein de la laiterie
« Ramdy », avec celle d’un échantillon prélevé chez un consommateur a une température de

9°C, ainsi qu’un prolongement de stockage jusqu’ a 40 jours on été réaliseés.

[1-2-1- Evolution du pH pour leferment lyophilisé et congelé :

Edvolution du pH du FL

Evolution du pH du FC

—®~—Echantillon pour le FL a
J+18

Echantillon pour le FC +8

8 12 15 18 21 23 25 28 30 40

Figure 10: Evolution du pH au coursdu stockage pour les deux typesde ferment.

La figure 10 montre que durant les 18 premiers jours apres la production du yaourt,
la diminution du pH est importante (de 4,6 a 4,27) dans le cas d' utilisation du FL. Pour le FC
la diminution est importante (4,58 a 4,10) durant les 23 premiers jours, cela est associé a une
croissance de bactéries assez élevée ce qui engendre une production d’acide lactique en
grande quantité par les deux especes bactériennes. Le pH inhibe progressivement la
croissance de la flore lactique, ce qui est suivi d'une faible diminution du pH (4,27 a 4,00)

E
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du 18°™ jour alaDLC pour le FL, et (4,10 24,05) pour le FC du 23°™ jour &laDLC, sachant
que la vadeur du pH a la DLC doit ére comprise entre 40 et 45.
A J+40 le pH diminue a 3,9 pour le FL, et 24,03 pour FC.

Les échantillons prélevés chez le consommateur doivent normalement avoir des
valeurs correspondantes a celles trouvées au sein de la laiterie pour les deux types de ferment
mais les analyses effectuées ont donné comme résultats, un pH de 4,25 pour le FL prélevé a
J+18 et une valeur de 4,23 pour le FC prélevé 4 J+8.

[1-2-2 Evolution del’acidité pour le ferment lyophilisé et congelé

Evolution d'acidité pour le
FL

Evolution d'acidité pour le
FC

Echantillon du
consommateur pour le FL

alour+18

=®=Echantillon du
consommateur pour le FC

alour+8

18 21 23 25 28 30 40

Figure 11: Evolution del’acidité au cours du stockage pour les deux typesde ferment.

L’ acidité augmente progressivement pour les deux types de ferment. La valeur 89°D
est atteinte a J+18 pour le FL, aors que le FC atteint la méme valeur a J+8, car les souches
du FC produisent de I’ acide lactique en grande quantité par rapport a celles du FL, ce qui est
db al’accumulation de cet acide vu |’ adaptation supposée immédiate du FC.

A J+30 (DLC), le FL atteint une valeur d’ acidité de 110 °D, alors que le FC atteint
une acidité de 108 °D, cette augmentation est due al’ accumulation de I’ acide lactique produit
par les deux souches des deux types de ferment.

E
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A J+40, I’ acidité atteint 125°D pour le FL, et de 110°D pour le FC.

L’ acidité des échantillons du consommateur a J+18 est de 98°D au lieu de 89°D
pour le FL. Alorsquela valeur de 98°D est atteinte a J+28 pour les échantillons prélevés au
niveau de lalaiterie. A J+8|'acidité est de 97°D au lieu de 89°D pour le FC. Lavaleur de
97°D correspond a celle retrouvée a J+18 au niveau de la laiterie. Cette augmentation est due

alaproduction d’ acide lactique en quantité élevée par laflore lactique.

Les variations importantes du pH et d'acidité pour les deux types de ferment

peuvent étre expliquées par :

> La présence des nutriments nécessaires a la croissance de la flore lactique, par
conséquent I’ activité acidifiante augmente et le pH diminue ;

» Le pH est encore favorable pour la croissance, c'est-a-dire il est non inhibiteur pour
I’ activité acidifiante ;

» Non inhibition delacroissance dela flore lactique par labasse T (6°C).

La diminution du pH et I’augmentation de I’acidité des échantillons prélevés au
niveau du consommateur par rapport aux échantillons de la laiterie, peut-ére due alLa
perturbation de la chaine de froid alant de laiterie jusgu’au consommateur, ce qui favorise
une multiplication bactérienne accél érée, par conséquent celainfluence sur la saveur et le godt

du yaourt.

La cinétique d' acidification évolue différemment pour les deux types de ferment,
néanmoins le yaourt reste conforme. Concernant les échantillons prélevés chez le
consommateur a J+18 pour le FL et J+8 pour le FC, les résultats correspondent a ceux du

J+28 et J+18 des échantillons de lalaiterie pour les deux types de ferment respectivement.
[11-Evolution delaflorelactique des deux types de ferment durant le stockage:

Le suivi de la croissance de la flore lactique du yaourt durant e stockage et 10 jours
aprés la DLC (40 jours), et une comparaison de la charge de la flore lactique avec celle

correspondante au yaourt prélevé chez un consommateur ont été réalises.

&



Partie pratique Résultats et discussion

Les figures 12 et 13 représentent |’évolution de la flore lactique pour les deux types de

ferment.

Taux des streptocoques

Taux des lactobacilles

La flore lactique

L'échantillon du
consommateur a J+18

Figure 12: Evolution delaflorelactique au cours du stockage pour le ferment lyophilisé.

Lafigure 12 montre qu’ avant la maturation (J+0), le taux de laflore lactique pour le
FL est de 1,46. 10" UFC/ml.

Le taux des streptocoques & J+14 atteint le maximum, il est de 1,44. 10° UFC/ml, alors
que celui des lactobacilles atteint un maximum de 2,04. 10° UFC/ml & J+21. Cette différence
est due a la synergie entre les deux especes d’ une maniére que les streptocoques croissent
avant les lactobacilles.

La flore lactique atteint son maximum de 3,10. 10° UFC/ml & J+21 et diminue
jusqu’ & une valeur de 6,42. 108 UFC/ml 43+30 (DLC).

A J+40, letaux de laflore lactique diminue jusqu’ &2,33. 108 UFC/mI ce qui est d(i &
la poursuite de I’ activité acidifiante des BL, donc accumulation de |’ acide lactique qui inhibe

lacroissance de la mgjorité de bactéries lactiques du yaourt.

L’ échantillon prélevé chez le consommateur a J+18, contient une flore lactique
équivaut a1,66. 10° UFC/ml, qui se rapproche de celle du J+28 correspondant au résultat de
I’échantillon delalaiterie.

5
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Taux des streptocoques

Taux des lactobacilles

La flore lactique

Echantillon du
consommateur a J+8

Figure 13: Evolution delaflorelactique pour leferment congelé durant le stockage.

La figure 13 montre que pour le FC, le taux de laflore lactique avant la maturation
est de 3,7. 10° UFC/ml. Au bout de 21 jours elle augmente & un maximum de 3,50. 10°
UFC/ml, et elle diminue 48,02. 10° UFC/ml alaDLC.

Les taux des streptocoques et des lactobacilles atteignent leurs maximums a J+21.:
1,60. 10° UFC/ml et 1,90. 10° UFC/ml respectivement donc la synergie entre les deux espéces

s effectue d’ une maniére que les streptocoques croissent en méme temps que les lactobacilles.

A J+40, le taux de laflore lactique diminue jusqu’a 3,8. 108 UFC/ml ce qui est dii &
la poursuite de I’ activité acidifiante des BL, donc accumulation de I’ acide lactique qui inhibe
la croissance de la majorité de bactéries lactiques.

L’ échantillon prélevé chez le consommateur a J+8 pour le FC contient une flore
lactique équivalente & 3,45. 10° UFC/mI 2,25. 10° UFC/ml au lieu qu’ elle soit normalement
comprise entre 3,02. 10° UFC/ml et 3,10.10° UFC/ml du j+14 et j+28 respectivement,
correspondant au résultat de I'échantillon de la laiterie. Ce qui est toujours di a la

perturbation de la chaine de froid.

D’ aprés les deux figures 12 et 13, la croissance des deux espéces est biphasique; une
phase croissante et une autre décroissante.

3
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La phase de croissance est due:

» Au pH favorable du milieu,
» A laprésence des nutriments nécessaires a la croissance des deux espéeces,

» Aux variations peu élevées de latempérature du stockage.
La phase de décroissance peut étre expliquée par :

» Une production d acide lactique en ralenti qui engendre un arrét progressif de la
croissance desBL (Schmidt et al., 1994).

» L’ accumulation d’ acide lactique et donc un pH défavorable du milieu.

» Substances inhibitrices produites par les BL telles que les bactériocines (Juillard et al.,
1987).

La différence de la cinétique de croissance des deux souches issues des deux types
de ferments peut s expliquer par :

X/

« Ladifférence du mode de conservation a savoir lacongédation et la lyophilisation.
% Letaux initial des streptocoques pour le FC qui est supérieur acelui du FL.

D’ apres le résultat de la cinétique de croissance de la flore lactique qui différe pour
les deux typesdeferments, letaux restetoujours danslesnormes asavoir une flore lactique

supérieure 10" UFC/ml.

La différence des taux de croissance des échantillons prélevés au niveau du
consommateur par rapport aux échantillons de la laiterie est due a la perturbation de la
chaine de froid allant de lalaiterie jusqu’ au consommateur, donc une augmentation de la

température qui afavorisé une multiplication bactérienne accélérée.

&



Conclusion

Notre travail avait pour objectifs de réaliser : un suivi de la croissance de la flore
lactique issue de deux types de ferment (Iyophilisé et congelé) du yaourt aromatisé ferme
«Ramdy » conservé a une température de 6°C, ains qu'un suivi des paramétres
physicochimiques et en paraléle, une vérification de la possibilité de pousser laDLC de 10

jours.

Les résultats de I’analyse physicochimique réalisée pour le ferment Iyophilisé et
congelé durant la maturation et le stockage du yaourt ont montré une stabilité et une bonne

qualité de ce produit fini.

Durant le stockage, e suivi de la croissance de Sc. thermophilus et Lb. bulgaricus
effectué pour le ferment Iyophilisé montre que les deux souches croissent en deux phases
distinctes. Pendant que le taux de la premiére souche diminue celui de la deuxiéme souche
augmente. Alors que pour le ferment congelé, les deux souches croissent et décroissent
simultanément, tout en gardant le taux de la flore lactique des deux ferments dans les

normes.

D’ aprés les résultats des analyses microbiologiques et physicochimiques effectuées
pour les deux types de ferment Iyophilisé et congelé, aucune différence n’est observée
concernant les propriétés organol eptiques et microbiologiques ce qui aménent a conclure que

le yaourt produit est de bonne qualité rependant aux normes.

Le résultat de I’analyse physicochimique, et du dénombrement de la flore lactique
au bout de quarante jours, et le résultat de I’ échantillon prélevé au niveau du consommateur,
montrent que la possibilité de pousser la DLC de dix jours n'est pas envisagée vu les
perturbations qui peuvent toucher la chaine de froid allant de la laiterie jusgu au
consommateur. Ces perturbations vont influencer sur le taux de la flore lactique et par

conséguent |’instabilité de la qualité organol eptique (go(t, texture,...).

Néanmoins, des études plus approfondies peuvent étre réalisées afin de vérifier les
résultats obtenus concernant la possibilité de pousser laDLC de 10 jours.

¢
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Annexe | : Résultats des analyses physicochimiques et microbiologiques du yaourt
étuvé aromatisé « Ramdy ».

+ Résultats du suivi des paramétres physicochimiques:

Tableau |: Résultats du suivi du pH et d’acidité Dornic au cours de la maturation pour
le ferment lyophilisé.

Temps (min) 0 60 120 180 240
pH 6,34 6,12 5,43 4,97 4,65
Acidité (°D) 19 24 37 68 72

Tableau Il : Résultats du suivi du pH et d’acidité Dornic au cours de la maturation pour
le ferment congelé.

Temps (min) 0 60 120 180 240

pH 6,35 5,90 5,15 4,85 4,65
Acidité (°D) 20 35 40,5 54 77
Tableau I11: Résultats du suivi du pH et d’acidité Dornic au cours de stockage pour le

ferment lyophilisé.

Temps |1 3 5 8 12 |15 |18 |21 |23 |25 |28 |30 |40
(Jour)

pH 460 (450 | 440 436 |4,34|428|4,27 423|419 |415|4,10| 4,00 3,9

Acidité | 70 76 80 83 86 |88 |89 [90 |92 |94 |98 |110 |125
(°D)

N.B : I'indice « C » revient aux échantillons prélevés chez |e consommateur.

Tableau 1 V: Résultats du suivi du pH et d’acidité Dornic au cour s de stockage pour le
ferment congelé.

Temps 1 3 5 8 12 |15 |18 |21 |23 (25 |28 |30 |40 |8

(Jour)

pH 458 | 4,45 14,38 | 4,34 1431|429 |425|4,20|4,10|4,00|4,07|4,05| 4,03 | 4,23
Acidité (°D) /A |79 (8 (8 |91 |95 |97 |99 |102 | 103 | 105 | 108 | 110 | 97




Annexe | : Résultats des analyses physicochimiques et microbiologiques du yaourt

étuvé aromatisé « Ramdy ».

% Résultatsdu suivi delaflorelactique du yaourt :

Tableau V : Résultatsdel’ évolution dela croissance de Lb. bulgaricus et St.
thermophilus sur lesmilieux MRS et M 17 respectivement du yaourt au coursde

stockage pour le ferment lyophilise.

Temps Dénombrement de colonies (10" UFC/ml)
(Jour+)
Streptococcus Lactobacillus delbrueckii ssp Laflorelactique
thermophilus bulgaricus
O(Avant la 1,07 0,39 1,46
maturation)
1 104 8,5 18,54
9 121,87 104 ,54 226,41
14 144,09 108,83 302,92
21 106,81 204 310,81
28 84,09 68,91 153
30 50,45 13,78 64,23
40 20 3,33 23,33
18C 20,6 755 166,1




Annexe | : Résultats des analyses physicochimiques et microbiologiques du yaourt
étuvé aromatisé « Ramdy ».

Tableau VI: Résultatsdel’ évolution dela croissance de Lb. bulgaricus et St.
thermophilus sur lesmilieux MRS et M 17 respectivement du yaourt au coursde

stockage pour le ferment congelé.

Dénombrement de colonies (10" UFC/ml)

Temps Streptococcus Lactobacillus
(Jour+) thermophilus delbrueckii ssp Laflorelactique
bulgaricus
0 24 1,3 37
(Avant la maturation)
1 8,1 6,13 14 .23
9 129,8 96 225,8
14 150,6 142,3 292,9
21 160,34 190,5 350,4
28 90,3 70,2 160,5
30 50,8 249 80,2
40 21,4 16,5 37,9
8C 159 5 185,6 345,1

N.B : I'indice « C » revient aux échantillons prélevés chez le consommateur.




Annexell : Composition des milieux de culture

Tableau | : Composition des milieux de culture.

Milieu de Composition Quantité g/l
culture

Peptone 1 10
Extrait de viande 10
Extrait de levure déshydraté 5
Glucose 20
Tween 80 (Sorbitanne monol éate) Iml
Hydrogéno-orthophosphate dipotassique (Ko.HPO,) 2

MRS Acétate de sodium trihydraté (CH3;CO,NazO) 2
Citrate d anmoniague (CsHsO7 (NH.)2) 2
Sulfate de magnésium heptahydraté (MnSO47H,0) 0,2
Sulfate de manganese tétrahydraté (MnSO,44H,0) 0,05
Agar-agar 9-18
Eau distillée 11

pH=5,7
Peptone 1 (hydrolysat trypsique de caséine). 2,50
Peptone 2 (hydrolysat pepsique de viande). 2,50
Peptone 3(hydrolysat papaenique de soja). 5,00
Extrait de levure déshydratée. 2,50
Extrait de viande. 5,00
M1/ B-glycérophosphate (sel disodique) (CsH7O0PNay). | 19,00
Sulfate de magnésium heptahydraté (MgSO,7H,0). | 0,25
Acide ascorbique (CgHsgOg). 50
Lactose 10%
Agar-agar. 9-18
Eau distillée 950 ml
pH=7,2




Annexell : Composition des milieux de culture

Liquide Ringer

Bicarbonate de Sodium
Chlorure de Sodium
Chlorure de Calcium dihydraté

Chlorure de Potassium

0,05
2,25
0,06
0,105




Annexelll : Matériel et réactifs

1-Appareillage:

-L’Autoclave (VARIOKLAYV) : Pour stérilisation (par la chaleur humide : T°120°C/15min)

des équipements en verrerie ainsi que des milieux de culture.

-Bain Marie (GFL): Pour liquéfier les milieux de culture.

-Balance de preécision (Precisa): Pour peser des ingrédients de milieux de culture.
-Etuves (37°C): pour I’incubation des boites ensemencées.

-Four Pasteur : Pour la stérilisation (par la chaleur seche : 140°C/45min) des équipements en

verrerie (erlenmeyers, tubes et pipettes dans des contenaires).
-pH-métre (SympHony).

-Plaque chauffantes agitatrices (VELP scientific) : Faire agiter les milieux de culture

durant leur préparation jusqu’al’ ébullition.
-Réfrigérateur : Pour la conservation des milieux de culture.

-Thermometre: Pour vérifier laT® de la chambre chaude, de la chambre froide ainsi que la
celle de salle de stockage.

2-Equipements::

Anse de platine, bec Bensun, boites de Petri, contenaire pour pipettes, cristallisoire, papier

aluminium, portoirs, seringues (10ml), spatules de laboratoire.
3-verreries
Béchers a différents volumes, burette, distributeur manuel, entonnoir, erlenmeyers,
flacons en verre (250 ml), lames et lamelles en verre, Pipettes (1, 2, 5 et 10 ml), tubes a essai.
4-Réactifs et milieux deculture:
Alcool, Eau distillée, Lugol, Milieu MRS, Milieu M17, Solution d’ eau oxygénée (30 %)

Solution NaOH (1/9 N), Solution de Ringer.



Annexelll : Matériel et réactifs

5- Additifs:
L’ huile aimmersion, Tween 80.
6- Colorants:

Bleu de méthylene, Fuchsine, Violet de gentiane.



Résumé

Notre travail avait pour but de réaliser un suivi de la croissance de la flore lactique du
yaourt aromatisé ferme « Ramdy » fabriqué par utilisation de deux types de ferment I’un
lyophilisé et |’ autre congelé durant la maturation et le stockage et en paralléle un suivi du pH
et d’'acidité Dornic.

La cinétique d acidification differe pour les deux ferments, d'une maniére que
I’évolution du pH présente un effet inhibiteur sur la croissance de la flore lactique tout en
gardant le taux de ces ferments conforme a la norme lors de la DLC, ainsi qu’une bonne
qualité du yaourt.

Les résultats du suivi de la croissance de Lb. bulgaricus et &. thermophilus montrent
que la cinétique des deux espéces se fait différemment pour le ferment lyophilisé, tandis
gu’ elle s effectue simultanément pour le ferment congelé, tout en préservant le taux de la
flore lactique dans lanorme.

Mots clés: yaourt, ferment lyophilisé ferment congelé, Lb. bulgaricus, St. thermophilus,
florelactique.

Abstract

Our work had for aim to realize a monitoring of the growth of lactic flora of the set
yoghurt manufactured using two types of ferments frozen one and freeze- drying during
maturation and storage and in same time amonitoring of pH and Dornic acidity.

The kinetic acidification defers for the two ferments in manner that the evolution of
pH present an inhibitor effect on the growth of lactic flora by keeping the rate of these
fermentsin compliance in the standard during the DLC, aso awell quality of yogurt.

The results of monitoring growth of Lb. bulgaricus and &. Thermophilus show that
the kinetic of the both species is made differently for the freeze-dried ferment while it's made
in the same time for the frozen ferment keeping the rate of lactic florain standard.

Key words: yoghurt, freeze-dried ferment, frozen ferment, Lb. bulgaricus, St
thermophilus, lactic flora.
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