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Introduction

I ntroduction

La microflore microbienne du lait cru, composée essentiellement de bactéries
lactiques, participe de facon importante a I’ éaboration des caractéristiques organoleptiques
des produits latiers fermentés (laits fermentés, fromages). De nombreuses éudes
scientifigues montrent que les produits laitiers prépareés traditionnellement a partir de lait cru
ont des saveurs typiques et des qualités nutritionnelles de plus en plus recherchées par le
consommateur (Ouadghiri, 2009).

Les bactéries lactiques sont largement utilisées dans I’ industrie alimentaire, en tant que
starters dans les procédés de fermentation. Elles contribuent a la texture, a la saveur des
aliments et a la production de composés aromatiques (diacétyle, acétaldéhyde et acétate et ce
a partir du citrate). La flore lactique fermente les glucides en acide lactique, d’ou une
diminution du pH favorable ala bioconservation des aliments (Alaoui et al., 2016).

Les produits dérivés issu d une fermentation lactique traditionnelle connaissent depuis
guelques années un développement considérable grace, a l'intérét que trouvent les
consommateurs sur le plan organoleptique, nutritionnel, thérapeutique, voire hygiénique en
raison de leur acidité (Lairini et al., 2014).

Les laits fermentés sont des produits laitiers obtenus par la fermentation du lait,
lesquels peuvent avoir été fabriqués a base de produits obtenus a partir de lait avec ou sans
modification de composition, par I’ action de micro-organismes appropriés et résultant de la
diminution du pH avec ou sans coagulation. Le plus connu des laits fermentés est cependant
le yaourt, il est originaire de Turquie, de Mongolie, d'Inde, du Moyen-Orient et de certaines
régions d'Asie. Les noms turc « yoghourt » et grec « yaourt » se sont progressivement
imposés depuis le XV siécle (Madzoon en Arménie, Laban en Egypte, Raib en Saoudit)
(Savadogo et Traore, 2011).

Ces produits sont basés sur l'activité métabolique des bactéries lactiques qui
fermentent les sucres, notamment le glucose et e galactose, pour produire |’ acide lactique et
des substances aromatiques qui donnent desardmes et godts typiques pour lesproduits
fermentés (Guettouache et al., 2015).

De ce fait, ce travail a pour objectif de caractériser les bactéries lactiques isolées de
guelques produits laitiers artisanaux (Lben, Beure) collectés de différentes locaités de la
région de Bgjaia, ains que |’ étude de quelques aptitudes technologiques afin de sélectionner
des souches pouvant servir comme ferment pour lamise au point d’ un produit laitier fermenté

detype" Rab".
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Introduction

Pour cela, ce document présente une premiére partie dite synthése bibliographique qui
consiste a rappeler les caractéristiques des bactéries lactiques ainsi que les différents groupes,
leurs applications en tant que ferments lactiques dans I’industrie aimentaire. Une partie

pratique ol nous exposons la méthodol ogie du travail ainsi que les résultats obtenus.




Synthese bibliographique

|. Présentation des bactérieslactiques

Décrites pour la premiére fois par Orla-Jensen (1919), les bactéries | actiques constituent
un groupe hétérogéne. Elles rassemblent en effet un certain nombre de genres qui se
caractérisent par la production de quantités importantes d’ acide lactique a partir des sucres
liée a un métabolisme exclusivement fermentaire. La fermentation est dite : homolactique si
I’ acide lactique est pratiqguement le seul produit formeé et hétérolactique si d’ autres composés
sont aussi présents (acide acétique, éthanol, CO, ...) (Pilet et al., 2005).

Elles sont a Gram positif, généralement immobiles, asporulées, catalase négative,
oxydase négative généralement nitrate réductase négative, ce sont des bactéries anagrobies
facultatives. Elles ont des exigences nutritionnelles complexes pour les acides aminés, les

peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides fermentescibles (Novel, 1993).
Il. Habitat et origine des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont trés fréquentes dans la nature. Elles se trouvent
généralement associées a des aliments riches en sucres simples. Elles peuvent étre isolées du
lait, du fromage, de la viande, ou des végétaux. Elles se développent avec la levure dans le
vin, la biere et le pain. Quelques especes colonisent le tube digestif de I"'homme et des
animaux (Novel, 1993; Pilet et al., 2005).

[11. Taxonomie des bactéries lactiques

Les bactéries |actiques appartiennent au phylum des firmicutes, ala classe des Bacilli
et al’ordre des Lactobacillales (De Vos et al., 2009). Cet ordre comporte 33 genres repartis
entre six familles qui sont: Lactobacilliaceae, Aoerococcaceae, Carnobacrteriaceae,
Enterococcaceae, Leuconostocaceae et Streptcoccaceae classées en se basant sur les analyses

phylogénétiques des sequences de I’ ARNr16s (L udwig et al., 2009).
V. Fermentsutiliséesen industrie

Les bactéries lactiques furent et sont encore utilisées sous la forme de ferments
artisanaux, mais le développement de I'industrie de transformation, en particulier de
I’industrie laitiere, conduit a la production de ferments industriels capables d’ assurer alafois
la qualité et la constance du produit (Pfeiller et Klaenhammer, 2007). Ces ferments sont
typiquement composes de bactéries lactiques acidifiantes auxquelles peuvent étre associées
des souches présentant des caractéristiques aromatiques (Gagnon, 2006).




Synthese bibliographique

Les bactéries lactiques produites comme ferments commerciaux sont des cultures
pures ou un mélange appartenant principalement aux genres: Lactobacillus, Lactococcus,

Streptococcus, Leuconostoc (Novel, 1993).
IV.1. Genre Lactobacillus

Les lactobacilles thermophiles appartiennent au groupe | sont utilisés pour leur activité
acidifiante : Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. delbrueckii subsp. lactis et Lb. helveticus.
Généradement, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus acidifie plus rapidement que les autres
lactobacilles, mais il est incapable d'utiliser le galactose et produit du D-lactate. Il se
développe entre 30 et 40°C, mais résiste assez mal a des températures supérieures a 50°C. Lb.
helveticus pousse lentement a 42 et 45°C mais il acidifie fortement le milieu, dont il peut
abaisser le pH vers 3,5. Il produit les deux isoméres de |’ acide lactique. Lb. delbrueckii subsp.
lactis acidifie plus rapidement que Lb. helveticus avec des valeurs entre 42 et 45°C, il est
également fortement acidifiant et produits exclusivement du D-lactate. Lb. helveticus et Lb.
delbrueckii subsp. lactis sont principalement utilisées pour la fabrication des fromages a pate
pressée cuite, alors que Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus peut étre employé dans plusieurs

autres types de fromages (Francois, 2008).
IV.2. Genre Lactococcus

Lactococcus lactis est |a seule espéce de lactocoques utilisée a I’ échelle industrielle
(Holler et Steele, 1995). C'est une bactérie lactique mésophile dont |a température optimale
de croissance est comprise entre 30 et 35°C, mais €elle est capable de se dével opper assez bien
entre 20 et 30°C, voire en dessous. Lc. lactis n’ acidifie pas trés rapidement mais peut abai sser
le pH du lait jusqu’a 4,2 (Cogan, 1980).

IV.3. Genr e Streptococcus

Streptococcus thermophilus est le seul streptocoque utilisé comme ferment. 11 acidifie
rapidement le lait, mais n’abaisse pas le pH au-dessous de 4,8 (Acolas et al., 1980; Pernoud
et al., 2004). Cette espece est incapable d' utilisé le galactose, et elle produit uniquement du L-
lactate. Bien que thermophile, sa température optimale de croissance éant comprise entre 40
et 44°C. Elle est capable de se développer entre 20 et 30°C mais beaucoup plus lentement, et
elerésiste adestempératures comprises entre 50 et 55°C (T sakalidou et al., 1998).
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IV.4. Genre Leuconostoc

La production de diacétyle et d'acétoine est sans doute le caractére le plus utilisé des
Leuconostocs. Les cultures pures de Leuconostocs et de S. lactis subsp. diacetylactis se
comportent d'une fagon entierement différente a I’égard de la production de diacétyle et
d'acétoine (Cogan, 1975). Dans du lait ou dans du bouillon contenant du citrate, . lactis
subsp. diacetylactis produit du diacétyle, de I'acétoine et consomme le citrate dés que la
croissance commence. Les cultures pures de Leuconostocs utilisent le citrate trés rapidement,
par contre elles ne produisent du diacétyle et de |'acétoine que tardivement, lorsgue le milieu
est devenu suffisamment acide (Devoyog et al., 1988).

V. Aptitudestechnologiques

V.1. Aptitude acidifiante

La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus recherchée des
bactéries lactiques utilisees dans les industries alimentaires. Elle se manifeste par la
production de I’ acide lactique a partir de la fermentation des hydrates de carbone au cours de
la croissance bactérienne (M onnet et al., 2008).

Selon Béal et al., (2008), les consequences dordre physico-chimique et

microbiologique, peuvent se résumer ainsi par :
- Accumulation d’ acide lactique participant ala saveur des aliments fermentés.
- Abaissement progressif du pH des milieux de culture et des matrices alimentaires.

- Limitation des risques de développement : de caséines, coagulation des laits et participation
alasynéréese.

Certains microorganismes, grace a la B-galactosidase, hydrolysent le lactose du lait
pour produire deux nouveaux sucres: le glucose et le galactose. Les bactéries lactiques font
partie de ce groupe. Généralement, le glucose provenant de cette hydrolyse sera fermenté pour
produire des composés acides, du CO; dans certains cas ou de I'alcool. Cette production de
composes acides va amener un abaissement du pH du produit se caractérisant par des odeurs
et gouts surs, pouvant aller jusqu’a la coagulation si on atteint le point isoélectrique de 4,6
(Lamontagne et al., 2002).

]
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V.2. Aptitude protéolytique

La protéolyse est considérée comme étant I’ événement biochimique le plus important
durant la maturation fromagere. Les enzymes impliquées dans la dégradation des caséines du
lait durant la maturation incluent la présure, les protéases indigénes du lait (la plasmines) et

les enzymes du ferment et de laflore secondaire (L ane et Fox, 1997).

L’incapacité des bactéries lactiques a synthétiser les acides aminés nécessaires a la
synthése protéque nécessite un fonctionnement actif de leur systéme protéolytique dans les
environnements ou les protéines constituent la principale source dazote (Law et
Haandrikman, 1997).

Le systeme protéol ytique des bactéries lactiques est composé de protéases associées a
la paroi cellulaire, qui catalysent |I"hydrolyse de protéines en peptides contenant de 7 a 16
résidus aminés (Kamaly et Marth, 1989). Ces peptides sont ensuite dégradés par des
endopeptidases ou exopeptidases en unités transportables d’ acides aminés et de petits peptides
(Lane et Fox, 1996; Lynch et al., 1997).

Au cours de leurs activités métaboliques, certains micro-organismes, gréce al’action
de leurs protéases, utilisent les protéines du lait. Ce phénomeéne produit la libération de sous-
produits trés variés, dont des peptides a longue chaine ou courte chaine, des acides aminés et
des dérivés d’ acides aminés. Lors de |’ affinage des fromages, la protéolyse joue un role
primordial dans I’ obtention d une texture caractéristique et de flaveurs désirées pour les
diverstypes de fromage (M ahaut et al., 2002).

V.3. Aptitudelipolytique

Les propriétés lipolytiques sont généralement faibles chez les bactéries lactiques. Les
lactocoques sont considérés comme plus lipolytiques que S. thermophilus et les lactobacilles
thermophiles. Les bactéries lactiques peuvent cependant présenter un intérét pour certaines

applications fromageres (Béal et al., 2008).

Certains micro-organismes, grace a leurs lipases, peuvent décomposer les matieres
grasses et les acides gras libres du lait, entrainant |’ apparition d’ odeurs rances dans le produit
laitiers. Les produits laitiers a haute teneur en matieres grasses sont plus sensibles a la

dégradation par les micro-organismes lipolytiques (L amontagne et al., 2002).
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V.4. Aptitude aromatisante

Les bactéries lactiques sont capables de produire de nombreux composés aromatiques
tels que : |'acétolactate, |'acétaldéhyde, le diacétyle, I'acétoine et 2,3-butanediol, I’ éhanol,
I’ acétate, le formiate,... principalement a partir du lactose, du citrate, des acides aminés et des
matieres grasses. Cette fonctionnalité est particulierement importante lors de I’ é aboration des
laits fermentés, des fromages frais, cremes et beurre, dont I’ardme principa est lié a cette
activité microbienne (Bourgeois et L arpent, 1996; Gerrit et al., 2005; Cholet, 2006).

V.5. Aptitude texturante

La capacité des bactéries lactiques a synthétiser des exopolysaccharides (EPS) joue un
réle important pour la consistance et la rhéologie des produits transformeés. Les Lb.
delbrueckii ssp. bulgaricus et S. thermophilus produisant des EPS sont utilisés dans la
fabrication des yaourts, ceci afin d’améiorer la texture, éviter la synérése et augmenter la
viscosité des produits finis. L’utilisation des EPS produits par les souches Lc. Lactis ssp.
cremoris est trés prometteuse pour la structure et la viscosité des produits laitiers fermentés
(Leroy et De Vuyst, 2004; Ho et al., 2007).

V.6. Activité antimicrobienne

Les bactéries lactiques produisent une variété de composés antimicrobiens qui sont

utilisés dans la fermentation et la bioconservation des aliments (L abioui et al., 2005).

Les acides organiques, comme |'acide lactique, I'acide acétique ou I'acide
propionique, élaborés lors de la fermentation des glucides, peuvent inhiber des levures, des
moisissures et des bactéries. Le peroxyde d hydrogéne produit par les bactéries lactiques
s‘accumule dans |’environnement et peut inhiber certains microorganismes. Les bactéries
lactiques hétérofermentaires synthétisent du dioxyde de carbone comme métabolite
secondaire. Son accumulation dans le milieu extérieur crée une anaérobiose qui S avere
toxique pour certains microorganismes aerobies présents dans I’aiment. Le diacétyle peut
inhiber la croissance des bactéries a Gram négatif, des levures et moisissures (Alakomi et al.,
2000; Ammor et al., 2006).

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont des substances
antimicrobiennes de poids moléculaire variable. Elles ont une activité inhibitrice dirigée
contre les bactéries proches de la souche productrice et leur spectre d’ action est genéral ement

étroit. Les plus connues sont : la nisinge, la diplococcine, I’ acidophiline et la bulgaricane

Uy
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(Ogunbanwo et al., 2003; Dortu et Thonart, 2009). La plupart des bactériocines produites
par les bactéries lactiques partagent le méme mode d action, basé sur la formation de pores
dans lamembrane de la bactérie cible (De Vuyst et Leroy, 2007; Kumari et al., 2009).

V.7. Aptitude autolytique

Le phénomeéne d’ autol yse a été observé chez beaucoup de bactéries Gram négatives et
positives (Shockman et HOltje, 1994).

Il arrive généralement dans des conditions qui aboutissent a la cessation de la
synthése de peptidoglycane, par exemples la famine de nourriture. L’ autolyse bactérienne
spontanée ou induite, résulte de la dégradation enzymatique du constituant majeur de la paroi
cellulaire, le peptidoglycane par des peptidoglycanes hydrolases endogénes nommées
« autolysines ». Les autolysines sont définies comme des enzymes bactériennes endogenes
capables d'hydrolyser le peptidoglycane. Dans le cas des bactéries lactiques utilisées dans la
fabrication des produits laitiers fermentés, |'autol yse des cellules, en permettant de libérer leur
contenu enzymatique intracytoplasmique, apparait comme un moyen dobtenir un
développement plus rapide des qualités organoleptiques, une intensification de certains

arébmes (Chapot-chartier, 1996). .
V.8. Aptitude probiotique

Certaines bactéries lactiques spécifiques sont utilisées comme probiotique c'est-a-dire
des microorganismes vivants dont |’ application a I’homme ou a I’animal, exercent un effet
bénéfique sur ce dernier par amélioration des propriétés de la flore intestinale. Les especes
couramment utilisées sont Lb. acidophilus, Lb. casel, Lb. johnsonii, Lb. reuteri, Lb.
delbruecki ssp. bulgaricus (Salminen et al., 2004).

V1. Applications technologiques des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques contribuent par leur métabolisme et leurs activités
enzymatiques variées, a la production de composes volatils qui participent au développement
de I’ardme, de la saveur et de la texture des produits fermentés (Cherl-Ho, 1997 ; Oyewole,
1997). Il existe plusieurs types de produits laitiers fermentés, les plus populaires en Afrique
du Nord sont Joen, Lben, Klilaet Raib (M echai et Kiran, 2008).
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V1.1. Processus de fabrication du Raib

V1.1.1. Processus artisanal

Le caillé est un produit traditionnel destiné a valoriser les surplus de lait des petits
troupeaux. C'est surtout le lait de vache qui est utilisé, parfois mélangé a du lait de brebis ou
de chévre, rarement au lait de chamelle. Le produit est obtenu par I’ acidification spontanée du
lait cru ou, plus rarement, bouilli. Le coagulum est blanc, de gout acide. La consistance est
demi-fluide a épaisse. Le lait frais est versé dans un récipient couvert. On n’goute pas de
ferments. Apres quelques jours I’ acidification se développe. La coagulation est plus ou moins

rapide selon latempérature (Cristian, 1999).
V1.1.2. Processusindustriel

A. Préparation du lait

Le lait subi des correctifs avant de le mettre en fabrication. La préparation du lait a

plusieurs opérations :

= Nettoyage: par filtration statique ou centrifuge, il permet de retenir les impuretés du
lait (FAO, 1995).
®  Standardisation : c’est une opération qui permet d’obtenir un lait de matiére grasse

constante avec une régularité dans la composition du produit fini (FAO, 1995).

L’ gustement de la teneur en matiere grasse se fait soit par apport de lait écrémé dans du

lait entier, soit par apport de creme dans du lait entier (FAO, 1995).

La standardisation en matiéres protéiques se fait par gout au lait de poudre de lait, de

caséines ou de caséinates.

» Thermisation du lait : apres standardisation, le lait doit étre thermiseé ¢’ est-a-dire qu'il
doit étre porté & une température minimum de 63°C pendant 30 minutes (FAO, 1995).

B. Développement delafermentation

Immédiatement apres le traitement thermique, le lait est refroidi a la température

d’ ensemencement des levains lactiques mésophiles entre 20 et 26°C (Wouterset al., 2002).
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C. Ensemencement

On procede a I’ ensemencement direct du lait de fabrication dans le tank en utilisant
une biomasse trés concentrée de ferments mésophiles congelés ou lyophilisés (Ramet et al.,
1997) une bonne homogénéisation est nécessaire pour rendre parfaitement homogéne le lait

et les ferments, pour permettre une acidification correcte (Luquet et al., 1994).
D. Emprésurage

L’ emprésurage est obtenu a partir d’une dilution d’un extrait de présure d origine
bovine (la chymosine active) 2 a 10 fois dans un volume d’ eau, qui est incorporé dans le tank

et ensuite homogénéisé (Pointurier et al., 1985).
E. Maturation et coagulation

La maturation correspond a |’ acidification du lait et la formation du gel. Elle est sous

la dépendance de deux facteurs :

= Latempérature (entre 20-26°C) proche de I’ optimum de développement des ferments
lactiques mésophiles.

= Letemps nécessaire (16 a 18h) al’ obtention de I’ acidité voulue « 70-75°D) » (Luquet
et al., 1994).

La coagulation du lait par voie acide ou par voie enzymatique est éroitement liée a

I’ organisation structurale de lamicelle de caséines (Danidl et al., 2002).
= Lacoagulation acide

Elle consiste a preécipiter les caséines a leur point isoélectrique (pHi=4,6), par
acidification biologique a I’aide de ferments lactiques, qui transforment le lactose en acide

lactique.

L’ acidification entraine une diminution des charges négatives des micelles et donc de
la couche d hydratation, et des répulsions éectrostatiques ainsi qu’une solubilisation du
cacium du phosphore minérale, entrainant une destruction des micelles de caséines avec
réorganisation protéique, pour former un réseau puis un gel qui présente une perméabilité
satisfaisante, mais une friabilité élevée avec une éasticité et plasticité pratiquement nulles
dues au manque de structuration du réseau. Les liaisons sont de faibles énergie de type
hydrophobe et résiste peu aux traitements mécaniques (M ahaut et al., 2000).
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= Lacoagulation enzymatique

L’ addition de la présure au lait provoque sa coagulation par hydrolyse de la k-caséine
située en périphérie de la micelle. Cette hydrolyse scinde le lien 105-106 (lien Phe-Met) et
libere le glycomacropeptide qui est la partie hydrophile de la k-caséine chargée négativement
et responsable des répulsions éectrostatiques; 1a partie restante de la micelle se nomme alors
paracaséine. Les paracaséines sont plus hydrophobes et se lier entre elles par des liaisons

hydrophobes, ce qui crée une coagulation (Amiot et al., 2002).
F. Arrét delafermentation

Lorsque I'acidité atteint un certain seuil 70-80°D, il est nécessaire de bloquer
I"acidification en inhibant le développement des bactéries lactiques par |e passage dans des
tunnels de refroidissement avant d’ étre stockés en chambre froide de 2 a4°C (Luquet, 1985).

=
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Partiel : Bactérieslactiques

Cette étude a été effectuée au niveau du Laboratoire de Microbiologie 1 (Bloc 9) de la
faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de I’ université Abderrahmane Mira Bgaia. Elle

S est déroulée en 03 mois (du mois de Mars au mois de Mai 2017).

Cette étude consiste en premier lieu a caractériser quelques souches de bactéries
lactiques isolées a partir de quelques produits laitiers artisanaux et |'étude de certaines
aptitudes technologiques afin de sélectionner des souches pouvant servir comme ferment pour
lamise au point d’ un produit type " Raib" en deuxieme lieu.

|. Origine des souches de bactéries lactiques étudiées

Cette étude a porté sur des souches précédemment isolées et conservées dans le
bouillon MRS et lait écrémé additionnés de glycérol. Toutes les souches sont isolées a partir
de produits dérivés du lait en utilisant des méthodes classiques. Le tableau suivant indique les

différentes origines des souches étudi ées.

Tableau | : Origine des souches de bactéries lactiques étudiées

Codedela Produits Région Milieu Année
souche d isolement d isolement d isolement

S6 Lben Tizi (Bgaa) M17 2015

S7 Beure Tizi (Begaia) M17 2015

S10 Lben Ilheddaden MRS 2015
(Bejaia)

S16 Lben Ilheddaden M17 2016
(Bejaia)

S17 Lben Ilheddaden M17 2016
(Bejaia)

S31 Lben Ilheddaden M17 2016
(Bejaia)
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I1. Revivification et vérification dela puretédesisolats

Les six souches lactiques (S6, S7, S10, S16, S17, et S31) sont repiquées dans le
bouillon MRS (BIOKAR, France) et incubées a 30°C pendant 24h. Larevivification est suivie
par une vérification de la pureté des souches. Cette pureté est confirmée par des repiquages
successifs sur gélose et bouillon MRS, avec incubation a 30°C pendant 24h a 48h, jusqu’'a
I’ obtention d’'un aspect macroscopique pure. La coloration de Gram et le test de la catalase
sont réalisés pour compl éter cette vérification de la pureté.

Les souches Gram positives, catalase négatives sont présumées comme des bactéries
lactiques, ces derniéres ont servi pour lasuite de travail.

[11. Caractérisation des bactéries lactiques

L’identification des souches est réalisées en se basant sur les critéres morphologiques
et divers critéres biochimiques et physiologiques (test de catalase, production de gaz
carbonique, croissance a différentes températures (10°C, 15°C, 30°C, et 45°C), croissances
dans des conditions hostiles (NaCl : 4%, 6,5% ; pH: 9,6).

[11.1.Examen macr oscopique

L’ examen macroscopique permet d’ observer visuellement des isolats sur gélose MRS
(Liofilchem, Italie), pour caractériser la forme, la taille, I’aspect ainsi que la couleur des

colonies et |’ odeur caractéristique des bactéries lactiques.
[11.2. Examen microscopique

Ce test est effectué sur des frottis auparavant colorés par une coloration différentielle
(coloration de Gram), qui permet de diviser les bactéries en deux groupes : Gram+ et Gram-,
et d’ apprécier laforme et le mode de regroupement des cellules. La coloration est faite selon
la méthode classique (Annexe I) (Guiraud et Galzy, 1980). L’observation des cellules
bactériennes est réalisée au microscope optique (G x100) (ZEISS, West Germany).

[11.3. Tests physiologiques et biochimiques
[11.3.1.Test de catalase

L’enzyme catalase permet la dégradation de I’eau oxygénée (H20.) qui résulte de
I’ oxydation. Elle est mise en évidence par contact de la culture bactérienne avec une solution
fraiche de I’eau oxygénée a 10 volumes. Une goutte de H2O> (THERALAB, Algérie) est
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déposée sur une lame puis une colonie est prélevée a partir d’ un milieu solide y est repartie.
Un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse ou de bulles traduit |a décomposition

de |’ eau oxygénée selon laréaction suivante (Guiraud, 2003):

2 H202 » O, + 2H0
Catalase

[11.3.2.Production de CO»

Ce test permet de différencier les bactéries lactiques homofermentaires de celles
hétérofermentaires. Il s effectue dans un milieu dépourvu de citrate pour éviter la formation
de CO: lié a ce métabolisme particulier. Un tube de bouillon MRS (sans citrate) contenant une
cloche de Durham est ensemencé abondamment avec une culture fraiche. L’incubation est
fate a 30°C pendant 24h a 48h. Le CO. dégagé par les bactéries hétérofermentaires
s accumule dans la cloche (plus de 1/10 de la cloche) (Guiraud, 2003). Ce test est réalisé en

deux répétitions.
[11.3.3.Croissance a différentes températures

C'est un test a grand intérét en taxonomie. La définition de la température optimale et
les températures limites du développement des souches, consiste ainoculer le bouillon MRS

par des souches de bactéries lactiques, puis les incuber a différentes températures.

e A 10et 15°C pendant 7 jours.
e A 30 et 45°C pendant 48h.

La croissance se traduit par I'apparition d'un trouble dans le milieu (Guiraud et
Galzy, 1980).

I11.3.4.Croissance dansdes conditions hostiles
» Cultureen présencede 4% et de 6,5% de NaCl

Ce test consiste a ensemencer les isolats dans des tubes contenant le bouillon MRS a
4% et 6,5% de NaCl (BIOCHEM, Canada) et les incuber a 30°C pendant 2 & 3 jours. La
croissance de ces bactéries se manifeste par un trouble du milieu en comparaison avec un

tube témoin non ensemencé (Guiraud et Galzy, 1980).
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» CroissanceapH 9,6
Ce test est réalise en bouillon MRS dont le pH est gjusté a 9,6. La croissance est
appréciée par un trouble du milieu aprés 24 heures a 72 heures en comparaison avec

un tube témoin non ensemencé (Guiraud, 2003).
|V. Etude de quelques aptitudes technologiques des isolats

IV.1.Standar disation des souches

Afin d' étudier quelques activités technologiques des souches lactiques, ces derniéres

sont standardisées comme suit :

A partir d’une culture fraiche, 4 colonies identiques et bien isolées sont repiquées dans
10 ml de lait écrémé stérile, puis incubées a 30°C pendant 18h. A la fin de I’incubation, une
série de dilutions décimales est réalisée dans I’ eau physiologique stérile allant de (10t &4 10
8) ; 1ml de chaque dilution (107 et 10°®) sont ensemencés en masse dans la gélose MRS. Le
dénombrement est réalisé apres incubation a 30°C pendant 48h et e nombre de cellules est

exprimé en UFC/ml.
V.2 Etudedel’activité acidifiante

La mesure de |’ activité acidifiante consiste a suivre d’une part I’ évolution du pH des
différentes cultures en fonction du temps et d autre part a déterminer simultanément |’ acidité
titrable par la soude. Ce test est réalisé sur 10 ml de lait préalablement ensemencé par une des

souches de bactéries | actiques étudiées.
IV.2.1.Mesuredu pH

Le pH du lait est déterminé a I’aide d’un pH-métre (BANTE instruments, CHINA),
par immersion du bout de I’ @ectrode dans un bécher contenant 10 ml de lait ensemencé par

les souches lactiques jusgu’ a stabilisation de sa valeur qui s affiche sur I écran.
IV.2.2. Détermination del’acidité Dornic

L’ acidité peut étre titrée de facon précise al’aide de soude Dornic (N/9). Un volume
de 10 ml de la culture bactérienne du lait écrémé est placé dans un bécher de 100 ml en
présence de 0,1 ml de phénolphtaléine (PROLABO, France) a 1% de I’acool (BIOCHEM
chemopharma, Canada) a 95%. La soude (PROLABO, France) est goutée a la burette
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jusqu’'au virage au rose du lait: la coloration rose doit persister au moins 10 Secondes

(Guiraud, 2003). L’ acidité est déterminée par laformule suivante :

Acidité (°D)=VaoH x 10

Ou:
VnaoH : Volume de NaOH utilisé pour titrer |’ acide lactique contenu dans 10 ml de lait.
Sachant que 1°D= 0,1g/l d’ acide lactique.

IV.2.3. Facteursinfluencant I’ activité acidifiante

A. Taux d’'inoculation

Ce test est rédisé dans du lait écrémé stérile. A partir des cultures fraiches de 18h, un
volume de lait est inoculé a raison de 1% (v/v) et 5% (v/v), puis incubé a 30°C. Le suivi du
pH et de I’ activité acidifiante est réalisé aprés Oh, 6h, 18h, et 24h d'incubation (L acrampe et
al., 1973).

A. Typedeculture

v Culture pure: L’inoculation des souches pures de bactéries lactiques se fait a
raison de 5% danslelait et I'incubation a 30°C (L airini et al., 2014).

v Culture mixte : Dansle but de déterminer la combinaison de souche adéquate pour
la production du lait fermenté, nous avons éudié la cinétique d acidification de
différents mélanges des souches (Ss, S7, Si0). Les différentes combinaisons réalisées
sont les suivantes : (Se S7), (S6 Si0), (S7 S0), €t (Ss S7 Si0). Les cultures mixtes des
souches sont préparés a partir des pré-cultures de chague souche et sont inoculés dans
le lait écréme stérile ala concentration de 5%, suivie d’ une incubation a 30°C pendant
6h, 18h, et 24h (Lairini et al., 2014).

IV.3. Activité protéolytique

L’ activité protéolytique est une autre propriété technologiquement importante des
bactéries lactiques (Cogan et al., 1997). L’ activité protéolytique des bactéries lactiques est
mise en évidence sur milieu MRS additionné de lait écrémé araison de 10% (m/v) en utilisant
la méthode des spots. Un volume de 5Sul d’une culture fraiche dans du bouillon MRS de

chague souche est déposé en spot puis les boites sont incubées a 30°C pendant 24h a 48h
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(figure 01). La protéolyse se manifeste par une zone claire autour des spots. Le diametre est

mesuré en millimetre (Francios et al., 2009). Cetest est réalisé en trois répétitions.

Dépot de Sul de la
. O
- culture fraiche
Ne—
Culture
bactérienne de
18h
Incubation a
30°C/48h

Mesure du diamétre de la

v

zone claire autour du spot

FigureOl : Test del’activité protéolytique par la méthode des spots.

IV.4. Activité aromatisante

La capacité des souches lactiques a produire des composés aromatisants (acétoine) au
cours de processus de fermentation est mise en évidence dans lait écrémé. Des cultures
fraiches de bactéries lactiques sont ensemencées dans chaque tube contenant 10 ml du lait
écréme stérile. Aprés incubation a 30°C pendant 24h, les réactifs de Vogues-Proskaeur (VPI,
VPII) sont gjoutés (Figure 02). La présence d’ arbme est révélée par |’ apparition d’ un anneau

rouge (Hadef, 2012). Ce test est réalise en deux répétitions.
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Ensemencement par des

@ cultures fraiches

0

10ml delait

écréme stérile

Incubation & 30°C pendant 24h

Déposer 5ml de la culture bactérienne dans un tube

Ajout de 3 a4 gouttes du réactif
VPl et VPII

\rv

~—

\_/4_

Résultat positif : Apparition

d un anneau rouge indique la

présence d’ arbme

Figure 02 : Protocole d’ étude de la production des composees aromatisants par les

souches de bactérieslactiques.
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Partiell : Fabrication du Raib au laboratoire

Une fois les propriétés technol ogiques des souches étudiés déterminées, un choix dela
bonne combinaison a été réalisé pour lamise au point d’'un lait fermenté type " Raib" .

La fabrication du Raib comprend quatre étapes successives. Un volume de 190 ml du
lait écrémé stérile est placé dans un récipient propre et stérile, puis inoculé par un préferment
de 10 ml de la combinaison SsSio a raison de 5% et laisser a une température 30°C. Le suivi
de I’ activité acidifiante est réalisé aprés 06h, 18h, et 24h d’incubation. Lafigure 04 montre les
étapes de fabrication du lait fermenté. Ce test est réalisé en trois répétitions.

Lait écrémé stérile

Addition des ferments

|actiques a 5%

Agitation pendant une minute

Maturation a30°C/ 06 a 24h

Figure 04 : Protocole de fabrication du lait fermenté" Raib" .
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Partiel : Bactérieslactiques

Lors de cette étude, nous avons identifié les souches isolées a partir de deux biotopes :
Lben et beurre. Seules |es bactéries Gram+ et catalase- ont été retenues. Apres avoir confirmé
leur pureté nous avons procédé aux différents tests d'identification biochimiques et

physiologiques, ainsi que I’ é&ude de quel ques aptitudes technol ogiques.
|. Caractérisation desisolats

|.1. Examen macroscopique

Un total de six souches a étépurifié sur milieu MRS. Sur gélose MRS, les colonies
sont apparues de taille variable, de forme circulaire, bombées, avec une couleur blanchétre
ou laiteuse. Sur bouillon, les souches présentent un trouble surmonté d’ une zone claire qui

caractérise le groupe des bactéries lactiques (Figures 05 et 06).

Figure 05 : Aspect macroscopique d’une bactérielactique sur gélose MRS.

El E3

Figure 06: Aspect dela culture de bactérieslactiques dansle bouillon MRS,

|
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|.2. Examen microscopique

L’ observation microscopigue aprés une coloration de Gram a révélé deux formes de
cellules: coque et batonnets. Les coques sont disposés en diplocoques, petites chainettes, en
amas, parfois isolées, tandis que les bacilles présentent des cellules individuelles, groupés en

chainettes ou en amas (Figure 07) (Tableau I, Annexe l).

A B
Figure 07 : Aspect microscopique d’ une souche del actobacillus (A), coque lactique (B)
apres une coloration de Gram (Gx100).
I1.Tests physiologiques et biochimiques

L es caractéristiques physiologigues et biochimiques des isolats sont présentées dans le
tableau Il.La comparaison des résultats est faite suivant les tables indiquées parAxelsson

(2004) (Tableau I, Annexe).
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Tableau Il : Résultats des différentstests effectués et I’identification des souches.

Souches Test Croissance a différentes températures Croissance a Croissancea | Production Espece pr
différentes pH 9,6 de CO;
concentrations de
NaCl
Gram Catalase 10°C 15°C 30°C 45°C 4% 6,5%

+ - + + + - + + + - Lactobaci

7 + - + + + - + + + -

10 + - + + + - + + + -

17 + - + + + - + + + -

31 + - + + + - + + + -
16 + - - + + - + + + - Streptoco

(+) : Résultats positif, (-) : Résultats négatif

)
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L’analyse de ces résultats a montrée une présence majoritaire de bacille avec un
nombre de 05 souches par rapport aux coques qui présente uniquement une seule souche. Ces
résultats sont comparables aux travaux de Bouzaid et al., (2016) sur une étude de I’ activité
antimicrobienne des souches de bactéries lactiques isolées de viande hachée de dromadaire et
de lait cru de vache ont trouvé que les batonnets constituent 94,74% de I’ effectif total et sont
représentés par le genre Lactobacillus et des coques sont représentées par le genre

Sreptococcus avec 5,26%.

Par contre les résultats de Belarbi (2011) lors d’ une éude menée sur |’isolement et la
sélection de bactérie lactiques productrices des métabolites antibactériennes a partir du lait de
vache a trouvé que les bactéries lactiques sous forme de cocci représente un pourcentage
élevé: Enterococcus (62,06%), Leuconostoc (20,68%), Lactococcus (13,79%) par rapport aux

batonnets qui ont été retrouvées a des faibles pourcentages : Lactobacillus (3,44%) .

[11. Etude de quelques aptitudes technologiques des isolats de bactéries

lactiques

[11.1. Standardisation desinocula

Le dénombrement est effectué pour les souches S7 et S10, le résultat de la
standardisation est indiqué dans le tableau I11.

Tableau |11 : Résultats de la standar disation dans e lait des bactéries lactiques
Souche Nombre de colonies Nombre (UFC/mlI)
S7 4 1,6.108
S10 4 4,2.10°

[11.2. Activité acidifiante
[11.2.1. Etude del’influence du taux d’inoculation

v' Culturepure

Au cours de cette éude, I’ activité acidifiante est suivie par la mesure de |’ acidité

Dornic et du pH.Le suivi de I'acidification a montré une diminution progressive du pH et
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lanon coagulation du lait écrémé stérile inoculés a 1% au bout de 24 h. Les tubes contenants
du lait écréme stérile inoculés a 5% présentent une diminution rapide du pH avec une forte

coagulation au bout de 24 h comme ¢’ est montré sur la figureci-dessous.

Figure 08 : Coagulation delait aprésincubation a 30°C/24h.

Le suivi du pH et d acidité Dornic pendant 24heures du lait ensemenceé a 1%, et 5%
(v/v) par les isolats de bactéries lactiques est représenté sur lafigure 09 (A, B, C, et D). Les
valeurs obtenues sont représentés dans les tableaux 11, 111, 1V, et V (Annexe I1).

D’aprés ces résultats, nous remarguons gue toutesles souches testées présentent en
générale une diminution progressive du pH et ce en fonction du temps, accompagnée d’ une

augmentation de I’ acidité Dornic. Cette activité acidifiante est variable d’ une souche a I’ autre
(Figure 09).

=
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A 1%
pH Acidité (°D)
7 30
6,8 7 25 <
—=—G =006
6,6 -7 20 - -7
6,4 =10 i =10
—>=16 —>=16
6,2 17 10 17
6 —0-31 5 —0—31
5,8 - . - Temps 0 . .  Temps
0 6 18 24 (heures) 0 6 18 24 (heures)
(A) (B)
A 5%
pH Acidité (°D)
8 100
; 90
——6 80 ——6
6 1 70
-7 -7
5 - 60
4 +10 50 +10
5 =16 40 - 16
=17 30 1 =17
2 20
1 =31 10 w=@=31
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0 . . ' Temps . : s o emps
0 6 18 24 (heures) (heures)
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Figure 09 : Suivi du pH et del’acidité Dornica 1% et a5%.

La diminution du pH du lait est due a la production d'acide lactique résultant de la
fermentation du lactose (Thomson et al., 1994).

La détermination de la variation de pH (A pH=pH lait t=0 —pH lait t#0), permet de classer

les bactéries lactiques acidifiantes en fonction de leur vitesse d acidification pendant les 6

premieres heures d’incubation (L airini et al., 2014), ainsi les souches sont qualifiées de:

E
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e Souches a grande vitesse d’ acidification si la variation de pH atteint une valeur de 0,4

unité pH en moins de 3 heures.

e Souches a vitesse d'acidification moyenne s cette valeur est atteinte entre 3 et 5

heures.

e Souches a faible vitesse d’ acidification si la valeur de 0,4 est atteinte apres 5 heures

d’incubation.

Apres avoir calculé A pH (Tableau VI, Annexe II), toutes les souches étudiées présentent
une faible vitesse d’ acidification car lavaleur 0,4 atteinte apres 18h d’incubation.

Selon Cogan et al., (1997) une culture qui a un bon rendement est celle qui réduit le pH
du lait de sa valeur normale d environ 6,6 a 5,3 pendant une durée de 6h a 30°C pour les
meésophiles et & 42°C pour les thermophiles. Sur cette base, nos résultats difféerent de ceux
citéspréecédemment et |’ensemble des souches étudiées peut étre considéerées comme
faiblement acidifiantes. Tandis qu’a 5% d’inoculation et aprés 6hd’ incubation, le pH varie de
6,68 (S16) a5,70 (S7).

v Culture mixte

Les résultats de I’ acidité Dornic et de pH obtenus par les cultures mixtes sont données
dans lestableaux VIllet IX(Annexe Il), ainsi que les courbes qui en résultent (Figure 10).

pH Acidité (°D)

g 120

7 gi\& 100

; ‘

) AN ——5657 80 —0—5657

4 i H m—s6s10 60 856510

3 57510

57510 40

2 —==5657510
—=5657510 —

1 20 -

0 0 els 1'8 2'4 Temps 0 : . " Temps
(heures) 0 6 18 24 (heures)

Figure 10 : Suivi du pH et del’acidité Dornic de différentes combinaisonsissues de (S,
S7, S10).
Ces résultats montrent que toutes les combinaisons de souches produisent des
quantités d acide lactique trés rapprochées les unes des autres, et supérieur a celles produites

en culture pure.
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Les profils d’'acidification du lait différent selon les combinaisons utilisées et presque
le méme avec une acidification faible au bout de 6h d’'incubation (pH= 6,58 a 6,48). Apres
18h d’incubation, on remarque une forte acidification pour toutes les combinaisons avec une
diminution du pH du lait d'une valeur qui varie entre 4,63 a 4,57(SsS10; S6S7Si0) €t 4,58 a
4,56 (S7S10;S6S7S10) au bout de 24h. La comparaison de I'acidification des différentes
combinaisons nous a permis de dégager une relation de coopération entre les souches. D’ apres
les résultats de la culture pure et mixte, la combinaison (SsSi0) a été retenue comme la

meilleur et qui aservi alamise au point du produit "Raib".

[11.3. Activité protéolytique

L’ activité protéolytique des bactéries lactiques est essentielle pour la croissance
bactérienne dans le développement des propriétés organoleptique des différents produits
laitiers fermentés (Axelsson, 1998; Christensen et al., 1999).Les protéinases hydrolysent la
protéine, en fournissant les acides aminés essentiels pour la croissance de bactéries. Le
systeme protéol ytique des bactéries d'acide lactique décompose des protéines et change donc

latexture, le godt et I'arome des produits fermentés (EI-Ghaish et al., 2011).

L’ activité protéolytique se manifeste par |’ apparition de zone claire de protéolyse
autour des spots (figure 11). Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau X (Annexe I1).
Il en ressort du tableau que toutes les souches étudiées présentent une croissance avec une
activité protéolytique se situant entre 12 et 34mm de diametre. Les résultats sont présentés

sous forme d’ un histogramme (figure 12).

Figure 1l : Activité protéolytique sur Gélose MRS au lait.
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Moyenne de diamétre de zone
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Figure 12 : Résultatsdel’ activité protéolytique des différentes souches étudiées.

D’ apres les résultats obtenus, il apparait que toutes les souches sont douées d une
activité protéolytique sur milieu MRS additionné de 10% de lait écrémé. Ces résultats sont en
accord avec ceux obtenus par ldoui et Karam (2008), qui ont trouvé que les bactéries
lactiques, isolées a partir du beurre traditionnel de vache de la région de Jijel, présente un

caractere protéolytique.

SelonY elnetty et al.,(2014),les bactéries & pouvoir protéolytique sont réparties en trois

groupes :

e Les souches dont le diametre est supérieur & 20mm sont qualifiées comme souches
fortement protéol ytiques.

e Les souches avec un diamétre qui varie entre 10 a 15mm sont moyennement
protéol ytiques.

e Le groupe des souches faiblement protéolytique leurs diamétre inférieur a 10mm.
Selon cette classification, les souches étudiées sont qualifiées de:

» Souches fortement protéolytiques (S6, S7, S10,S16, et S17) avec un
diamétre supérieur 220 mm.

» Souches moyennement protéolytiques (S31) avec un diamétre de 14,33mm.
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[11.4. Activité aromatisante

Les bactéries lactiques sont capables de produire de nombreux composés aromatiques,
principalement a partir du lactose, du citrate, des acides aminés et des matieres grasses. Cette
production est fortement influencée par les conditions de fabrication des fromages et des laits
fermentés (Ott et al., 1997). L’ acétoine est I’ un des mol écules aromatiques du catabolisme des acides
aminés (acide aspartique), comme il peut avoir comme origine la dégradation totale ou partielle de

I’ acide citrique pendant la fermentation lactique (Hadef, 2012).

Un test de VP a éé effectué sur I'ensemble des souches lactiques étudiées. Les
résultats obtenus lors de cette étude sont représentées dans le tableau X1 (Annexe ll).

D’ aprés les résultats obtenus lors de ce test, il apparait que toutes les souches lactiques
n'arrivent pas a produire des arébmes (acétoine) (Figure 13), donc ces souchesn’ont pas un
pouvoir aromatisant qui va contribuer aux caractéristiques organoleptiques des produits

fermentés.

Figure 13: Résultats du test VP des souches lactiques.

Les bactéries lactiques qui métabolisent le citrate jouent un réle important dans de
nombreux procedés laitiers car chez ces bactéries le métabolisme du citrate et du lactose
entraine la production de diacétyle, d’ acétoine et de CO», participant aux qualités aromatiques
et texturales des produits (Raynaud et al., 2003).

&
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Partiell : Fabrication du Raib au laboratoire

Le Rab est un lait de vache, chevre, chameau, ou de brebis a fermentation
spontanéeprincipalement acidifié et assaisonné par des souches de lactocoques et de
Leuconostocs (Bendimerad et al., 2012). Le but de cette partie est de sélectionné des souches
lactiques qui pourraient ére employées pour fabriquer un lait fermenté de type" Raib" de
bonne caractéristiques organoleptiques et nutritionnelles. Pour cela, la combinaison des
souches (SeS10) a 5% d'inoculation a été retenue. Le produit issu de cette combinaison est

présenté par lafigure 14.

Figure 14 : Aspect de" Raib" fabriqué.

L’ évolution du pH et de I’acidité Dornic de " Raib" fabriqué a partir du préferment
(SeS10) est représentée dans la figure 15. Les valeurs obtenues sont représentés dans les
tableaux XII et X111 (Annexe I1). Les valeurs représentées sur la figure sont la moyenne de
trois répétitions.

ge)
I

Acidité (°D)
100

"~ 0 —
70 /
\K.__, €0 4!,/
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40 /
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| | '~ Temps 0 ' ' " Temps
0 6 18 24 (heure) 0 6 18 24 (heure)

O B N W b U1 O N

Figure 15 : Suivi du pH et del’acidité Dornicdu " Raib" fabriqué.
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D’ aprés les résultats de la figure 15, on remarque une diminution tres rapide du pH
lors des six premieres heures de fermentation lactique(5,46 a 5,09). Au bout de 18 heures
d’incubation, le pH atteint 4,65 et 4,46 et (4,67 a4,47) aprés 24h d’incubation.

L’ acidité Dornic du " Raib" varie en fonction de temps (6h, 18h, et 24h), d' ou une

moyenne de 54°D, 83°D, et 86°D respectivement.

Comparativement aux laits caillés industriels, I’ acidité Dornic est également variable
alant de 70°D a120,5°D, avec une moyenne de 89,4°D (Ghozlan, 2012).

D’ apres ces résultats, nous pouvons dire que la combinaison sélectionnée présente des
bonnes aptitudes technologiques essentiellement acidifiante similaire a celles des ferments
industriels. De ce fait, les deux souches S6 et S10 peuvent servir comme un ferment local

pour la production des laits fermentés acidifiés de type " Raib" .




Conclusion

Conclusion

L’ objectif de la présente étude est la sélection des souches de bactéries lactiques issues
de produits laitiers artisanaux de la région de Bejaia, douées de bonnes activités
technol ogiques afin de mettre en évidences la production du lait fermenté type " Raib" .

Au cours de ce travail nous avons pu tester six souches de bactéries lactiques, en
examinant certaines caractéristiques d’intérét technologique afin d évaluer leurs potentiels
pour un éventudl usage industriel. Dans cette partie, nous sommes intéressés spécialement a
leur activité acidifiante, protéolytique et aromatique.

L es souches étudiées ont montré une trés faible activité acidifiante a 1% d’inoculation.
Par contre cette activité a augmenté en utilisant des cultures de 5% d’inoculation, et les
souches (S6, S10) s averent les plus intéressantes.

Au vu des résultats obtenus, ces souches de bactéries lactiques sont dotées de bonnes
propriétés acidifiantes notamment les deux souches (S6 et S10) qui font une bonne
combinaison pour la culture mixte. L’ activité protéolytique est généralement présente chez
toutes les souches éudiées avec un diamétre moyenne allait de 14,33mm a 27,33mm, alors
gue I’ activité aromatisante est absente chez toutes les souches.

D’apres la mise au point du " Raib", les résultats obtenus indiquent que ce dernier présente
une structure normale sans séparation de lactoserum et ayant un pH de 4,56 et une acidité
moyenne de 83°D (en 18h).

Enfin, au vu de ces résultats générés lors de ce travail, nous pouvons rappeler que ces
souches bactérienne isolées de beurre et de |ben ont révélé des caractéristiques technol ogiques
intéressantes faisant d'elles de tres bonnes candidates pour d éventuelles applications
technologiques, et pourraient devenir des ferments locaux pour obtenir différentes sortes de
lait fermentés.

L es résultats de notre recherche permettent d’ ouvrir les perspectives suivantes :

> |l serait intéressant d'étudier plus de propriétés technologiques telle que I’ activité
autolytique, le pouvoir texturant et probiotique.

» Vaorisation des ferments lactiques éudiés al’ échelle industrielle.

|
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Annexe |

Tableau | : Caractéristiques des bactéries lactiques (Axelsson, 2004)



Annexe |

La coloration de Gram

Réalisation defrottis

déposer sur une lame une goutte d’ eaw.

Prélevement d’une colonie pure de la culture bactérienne et la déposer sur la goute
d eau.
Faire un éaement de colonies avec |’ anse de platine de fagcon a obtenir un étalement
dela2cm.

Séchage et une fixation en portant lalame au dessus de la flamme du bec bunsen.

Coloration de gram

Déposer quelques gouttes de violet de gentiane sur le frottis préparé, laisser agir 30s a
Imin.

Appliquer lelugol qui est un fixateur, laisser agir 20s.

Décolorer rapidement en versant I’ alcool sur lalame.

Rincer avec I’ eau distillée.

Recolorer en appliquant |a fuschine, laissé agir 30sa 1min.

Rincer et sécher en utilisant le papier absorbant.

Déposer une goutte d’ huile aimmersion sur le frottis coloré.

Observation sous microscope optique al’ objectif (Gx100).

(Guiraud, 2003).



Annexe II

Tableau | : Morphologie des souches lactiques éudiées

Morphologie Souche M ode de regroupement
6 Cocobacille en chainettes
7 Bacilles, isolées, en chainettes
Bacille 10 Bacilles, individuels, en chainettes
17 Bacilles isolées, en chainettes, en amas
31 Bacilles, individuels, en chainettes
Cocci 16 Cocci isolées, en diplocogues, en chainettes




Annexe II

Tableau Il : Suivi du pH en fonction du temps a 1%

Temps Oh 6h 18h 24h
Souches
6 6,89 6,71 6,49 6,45
7 6,93 6,82 6,65 6,20
10 6,88 6,87 6,73 6,7
16 6,87 6,85 6,78 6,68
17 6,84 6,81 6,72 6,70
31 6,87 6,71 6,43 6,36

Tableau 111 : Suivi du pH du lait en fonction du temps a 5%

Temps Oh 6h 18h 24h
Souches
6 6,72 571 4,73 4,59
7 6,75 5,70 4,99 4,87
10 6,78 5,81 519 4,90
16 6,80 6,68 6,15 6,08
17 6,80 5,88 5,70 5,69
31 6,73 6,62 5,85 5,73




Annexe II

Tableau IV : Suivi del’acidité Dornic (°D) du lait en fonction du temps a 1%

Temps Oh 6h 18h 24h
Souches
6 19 21 22 24
7 17 18 24 20
10 17 18 19 21
16 18 19 19 20
17 18 19 19 21
31 17 19 22 26

Tableau V: Suivi del’acidité Dornic (°D) du lait en fonction du temps a 5%

Temps Oh 6h 18h 24h
Souches
6 20 37 81 90
7 19 36 76 80
10 18 35 71 72
16 17 24 40 41
17 17 38 45 45
31 18 26 44 47




Tableau VI: Calcule du A pH des cultures a 1%

Annexe II

A pH 6h 18h 24h
Souche
6 0,18 04 0,44
7 0,11 0,28 0,73
10 0,01 0,15 0,18
16 0,02 0,09 0,19
17 0,03 0,12 0,14
31 0,16 0,44 0,51
Tableau VII: Calcule du A pH des cultures a 5%
A pH 6h 18h 24h
Souche
6 1,01 1,99 2,13
7 1,05 1,76 1,88
10 0,97 1,59 1,88
16 0,12 0,65 0,72
17 0,92 11 1,11
31 0,11 0,88 1
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Tableau VIII : Suivi du pH de différentes combinaisons

Temps Oh 6h 18h 24h
Combinaiso
S6S7 6,890 6,589 4,584 4,564
S6S10 6,890 6,561 4,630 4,568
SrSi0 6,90 6,577 4,613 4,581
S6SrS10 6,87 6,484 4,578 4,562

Tableau I X : Suivi del’acidité Dornic (°D) des différentes combinaisons

Temps Oh 6h 18h 24h
Combinaiso

SeS7 20 23 97 99

SeS10 20 23 94 100

SrSio 19 24 110 96

S6S7S10 21 27 100 102




Annexe II

Tableau X : Moyenne des diamétres des zones de protéolyse

Diamétre de zone de protéolyse Moyenne dediamétre
_ (mm) de zone de protéolyse
Souche Observation
Essai 1 Essai 2 Essai 3
6 Croissance avec 21 28 23 24
protéolyse
7 Croissance avec 34 24 24 27,33
protéolyse
10 Croissance avec 25 20 24 23
protéolyse
16 Croissance avec 19 29 22 23,33
protéolyse
17 Croissance avec 24 28 29 27
protéolyse
31 Croissance avec 12 21 10 14,33
protéolyse




Annexe II

Tableau X1 : Résultatsdu test VP (VPI+VPII) des souches lactiques étudiées

Test VPI+VPII

Souch

10 -

16 -

17 -

31 -
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Tableau XI1 : Suivi du pH pendant 24h du Raib fabriqué

Temps Oh 6h 18h 24h
Produits

Essai 1 6,89 5,099 4,653 4,672

Essa 2 6,89 5,44 4,57 4,53

Essai 3 6,89 5,46 4,468 4,474

Tableau X111 : Suivi del’acidité Dornic pendant 24h du Raib fabriqué

Temps Oh 6h 18h 24h
Produits
Essail 20 57 80 84
Essal 2 20 53 85 87
Essai 3 20 52 86 88
Moyenne 20 54 83 86




Annexe III

Compositions des milieux de cultures utilisés
Gélose MRS (Liofilchem, Italie)

Composition Quantité g/l
Peptone de viande 10
Extrait de viande 10
Extrait de levure 5
Glucose 20
Triammonium Citrate 2
Acétate de sodium 5
Sulfate de magnésium 0,2
Sulfate de manganese 0,05
Phosphate dipotassique 2
Agar 13
pH=6,2+/-0,2 Autoclave a121°C/15min
Bouillon MRS (BIOKAR, France)
Composition Quantiteg/I
Polypeptone 10
Extrait de viande 10
Extrait autolytique de levure 5
Glucose 20
Tween 80 1,08
Phosphate dipotassique 2
Acétate de sodium 5
Citrate d’ammonium 2
Sulfate de magnésium 0,2
Sulfate de manganese 0,05
pH=6,4+/- 0,2 Autoclave a121°C/15min




Résumé

Nous avons sélectionnés six souches de bactéries lactiques issues de deux produits

laitiers artisanaux (le beurre et Iben) de larégion de Bgaia.

Nous avons par la suite examiné chez ces souches certains caractéristiques d'intérét
technologiques afin d évaluer leur potentiel pour un éventuel usage industriel. Nous nous
sommes intéressés a I’ évaluation des activités technologiques (acidifiante, protéolytique, et
aromatisante). Les résultats enregistrées ont montrées que ces souches sont douées d'un
pouvoir acidifiants, protéolytiques, considérables d'ou I'utilisées en fabrication de lait

fermenté type Raib.
Mots clés: Bactéries lactiques, produits laitiers artisanaux, activités technologiques, Raib
Abstract

Weselected six strains of lactic acid bacteria from two artisanal dairy products (butter

and |ben) in the Bgjaiaregion.

We have sub sequently examined some of the technological characteristics of these
strains in order to assess their potential for industrial use. We were interested in the evaluation
of the technological activities (acidifying, proteolytic, and flavoring). The result srecorded
showed that these strains are endowed with an acidifying, proteolytic and considerable, when

cet hey are used in the manufacture of fermented milk type Raib.

Keywords: Lactic acid bacteria, artisanal dairy products, activities technological,
Raib
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