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Résumé

Le yaourt est aujourd’hui un aliment tres prisé et largement consommé,
représentant une part importante du marché des produits laitiers fermentés.

Notre étude concerne different type de yaourt notamment brassé, aromatisé, et
a boire dont objectif est de contrdler et d’évaluer la conformité du produit a partir des
normes du Journal Officiel de République Algérienne (JORA) en réalisant des
analyses microbiologiques et physico-chimiques.

Les résultats d’analyse physicochimique (pH et acidité Dornic du yaourt), et
analyse microbiologique (dénombrement de la FMAT, recherche des staphylocoques,
levure et moisissure, coliforme fécaux et totaux, salmonelles) sont conformes aux
normes du J.O.R.A, démontrés par I'absence de germes pathogénes et d’altération.

L’évaluation des parameétres physico-chimiques et microbiologiques, ainsi que
I'étude des bactéries lactiques, de l'activité protéolytique et de I'EPS, permettent
d'assurer un controle de la qualité du yaourt, en intégrant ces analyses dans les
pratiques, il est possible d'optimiser la sécurité alimentaire, la stabilité et la qualité

sensorielle des produits finaux.

Mots-clés : yaourt, contrOle qualité, sécurité alimentaire, caractérisation des bactéries

lactiques, activité technologique.



Abstract

Yoghurt is a highly prized and widely consumed food today, accounting for a
significant share of the fermented dairy market.

Our study concerns different types of yoghurt, in particular stirred, flavored, and
drinkable, the objective is to control and evaluate the conformity of the product
according to the standards of the Official Journal of the Algerian Republic (J.0.R.A) by
carrying out microbiological and physico-chemical analyzes.

The results of physicochemical analysis (pH and Dornic acidity of yoghurt), and
microbiological analysis (count of FMAT, search for staphylococci, yeast and mold,
faecal and total coliform, salmonella) comply with J.0.R.A standards, demonstrated by
the absence of pathogenic germs and spoilage.

The evaluation of physico-chemical and microbiological parameters, as well as
the study of lactic acid bacteria, proteolytic activity and EPS, make it possible to ensure
yoghurt quality control, by integrating these analyzes into practices, it is possible to

optimize the food safety, stability and sensory quality of the final products.

Keywords: yoghurt, quality control, food safety, characterization of lactic acid bacteria,

technological activity.
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Introduction

Introduction

Aujourd'hui, le yaourt est tres populaire et largement consommeé. Il représente
une part importante du marché des produits laitiers frais fermentés (Nakasaki et al.,
2008).

Le yaourt est un produit laitier coagulé qui est obtenu par la fermentation
lactique. Il est fabriqué en utilisant du lait frais, ainsi que du lait pasteurisé. La
fermentation lactique est réalisée grace a I'action de deux types des bactéries, a savoir
Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus (Pouliot M., 2002). Ces
bactéries présentent un grand intérét dans l'industrie laitiere (Bakhouche et
Baoulahrouf, 2005), car elles font partie de la famille des bactéries lactiques, micro-
organismes essentiels, utilisés dans la fermentation des aliments (Hikmate et al.,
2012), jouant un réle essentiel dans les processus de transformation qui conditionnent
la texture et la qualité sensorielle des produits alimentaires fermentés (Ganzele et al.,
2000 ; Delgado et al., 2001 ; Taillez, 2001).

En Algeérie, il existe encore des personnes qui ne conservent pas le yaourt au
réfrigérateur et laissent les pots ouverts pendant un certain temps avant de les
consommer, y compris pour les bébés. Ainsi que parfois le non-respect de la chaine
de froid lors du transport du yaourt jusqu’au commerce Cela est d0 au manque de
sensibilisation des personnes quant aux conséquences néfastes de ces gestes.

Cette étude vise a comprendre et identifier I'impact des changements physico-
chimiques et microbiologiques sur la qualité du produit et sa sécurité pour les
consommateurs. Des analyses sont effectuées pour évaluer la conformité du produit
aux normes exigees.

Afin de traiter cette thématique nous avons organisé notre travail en deux
principales parties :

Une synthése bibliographique composée de quatre chapitres: le premier
chapitre concerne les produits laitiers, le deuxieme chapitre consiste a répertorier les
différents types de yaourt, le troisiéme chapitre aborde le contréle de qualité des
yaourts et enfin le quatrieme chapitre englobe les principaux genres de bactéries
lactiques, leur diversité ainsi que leur intérét.

Une étude expérimentale présentant le matériel et méthode utilisés, en premier
lieu dans le contréle qualité des yaourts sélectionnés, notamment la détermination de

certains parametres physico-chimiques ainsi que la recherche et le
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dénombrement de certains micro-organismes. Et en deuxiéme lieu dans I'isolement et
I'identification de souches lactiques toujours a partir des yaourts. Enfin, La derniére
partie est dédiée aux résultats et a la discussion, et se termine par une conclusion
générale qui englobe les résultats obtenus lors de cette étude.
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l. Les produits laitiers

1. Définition

Une large gamme de produits laitiers fermentés sont vendus dans le monde entier.
Un grand nombre de laits fermentés de plusieurs pays varient en matiéres premieres,
microflore, technologie, texture, golt et durée de conservation (Luquet et Corrieu.,
2005).

Le microbiote des bactéries lactiques (BL) dans les produits laitiers
traditionnellement fermentés joue un réle important dans la transmission des
propriétés laitieres spécifiques et des saveurs indigenes (Varalakshmi et al., 2014).

Ces produits font partie intégrante du patrimoine algérien et revétent d’une grande
importance culturelle, médicale et économique. lls ont été développés sur une longue
période avec les compétences culinaires nécessaires, de sorte qu'aujourd’hui L'ben,
J'ben, Rayeb, D'han et Zebda et d'autres produisent les produits traditionnels les plus

importants a I'échelle commerciale en Algérie (Medouni et al., 2005).

2. Différents types de produits laitiers
2.1 Le fromage

Selon les normes du Codex Alimentaires, le fromage est un produit mdr ou pas mar
de consistance molle ou semi dure. Le fromage est un lait qui a été totalement ou
partiellement coagulé sous l'action de la présure, ou qui a été coagulé par des
techniques de fabrication pour obtenir un produit fini présentant des caractéristiques

physiques, chimiques et sensoriel (Carole. L et Vignola., 2002).

2.2. La créeme

Elle est issue du lait entier écrémé par centrifugation. La centrifugation du lait, qui
sépare la phase lourde (lactosérum) de la phase Iégére (creme), nécessite 100 L de
lait pour obtenir 9 & 12 L de créme. La créme doit contenir au moins 30 % de matiére

grasse (Guyonnet J., 2003).

2.3. Le beurre

Le beurre est un produit alimentaire préparé a partir de produits laitiers
conformément aux bonnes pratiques industrielles et doit contenir au moins 80 % de

matiere grasse laitiere. Il peut contenir des cultures bactériennes, du sel et des
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colorants alimentaires. Selon le codex alimentaire, le beurre est un produit gras dérivé

du lait obtenu sous forme d'émulsion de type eau dans I'huile (Paul A ., 2010).

2.4. Yaourt

Le yaourt est un écosysteme simple dont la production repose sur l'interaction entre
deux bactéries lactiques : Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus.
L'importance technologique de cette évolution de I'écosysteme a suscité beaucoup
d'intérét. Lors de la fermentation du yaourt, le métabolisme de Streptococcus
thermophilus et de Lactobacillus bulgaricus joue un rdle majeur dans la qualité

organoleptique du produit fini (Bourgeois et al., 1996).

Il. Généralité sur le yaourt

1. Définition du Yaourt

« yogourt », « yaourt » et méme le mot « yoghurt » vient du turc « Yogurmak »,
c'est-a-dire épaissir, coaguler (Kaur et al., 2017).

Le yaourt est défini comme un produit laitier coagulé obtenu en ajoutant un certain
nombre de bactéries lactiques vivantes au lait pasteurisé (concentré, partiellement
ecréme, enrichi en extraits secs) et obtenu dans des conditions de température et
d'environnement controlées (Meydani et al., 2000).

Les bactéries utilisées sont principalement représentées par deux souches
thermophiles : Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus. Cependant,
cette derniere peut étre associée a d'autres especes de bactéries lactiques pour

améliorer la commercialisation du yaourt (Das et al., 2019).
2. Types du yaourt

2.1. Yaourt au lait entier pasteurisé

Le yaourt entier est fabriqué a partir de lait qui conserve toute son onctuosité.
Délicieux et plus crémeuy, ils sont les préférés de tous les gourmets. Si le lait conserve
toute I'onctuosité, en revanche, il est pasteurisé pour détruire les microbes hostiles a
I'nomme (Blanc, 1982).

2.2. Yaourt nature demi-écrémé pasteurisé

Le yaourt nature est un yaourt nature sans sucre ajouté ni autres arémes. Il estissu

de la fermentation du lait pasteurisé. Frais et délicieux, c'est aussi le yaourt le plus

4
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facile a faire a la maison avec I'ajout de lait et d'un ferment lactique adapté. Le yaourt
nature est également bon pour la digestion, grace a la présence de ferments lactiques,
qui continuent & agir dans le tube digestif (Mathieu, 1998 et Debry, 2001).

2.3. Yaourt allégé

Le yaourt faible en gras est fait de lait écrémé, ce qui signifie qu'il ne contient pas
de matiéres grasses. L'écréemage se fait a l'aide d'une écrémeuse centrifuge qui
sépare la creme du lait, laissant un lait écrémé encore capable de se transformer grace
a l'inoculation de ferments lactiques. Disponibles partout dans les rayons frais de nos
épiceries, ces yogourts 0 % gras sont parfaits pour tous les régimes amaigrissants
(Adrian et al., 2003).

2.4. Yaourt brassé

Le yaourt brassé est préparé de la méme facon que le yaourt nature ordinaire.
Cependant, pour lui donner un aspect plus crémeux et huileux, il passe dans une
machine qui le baratte, lui conférant ainsi une toute nouvelle texture avec une

sensation en bouche plus douce (Debry, 2001).

2.5. Yaourt aromatisé ou aux fruits

La production de yaourt permet d'obtenir une variété de saveurs et de possibilités.
Aromatisé a la vanille, sucré, et des fruits peuvent également étre ajoutés sous forme

d'arbmes ou de confitures (Vignola, 2002).

2.6. Yaourt a boire

Star du petit-déjeuner et du godter, le yaourt a boire fait partie de la famille des
yaourts. Il est fait avec du yaourt brassé. Pour obtenir cette texture liquide, il suffit de
le battre (Mahaute et al., 2000).
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3. Composition nutritionnelle de différents types de yaourt

Tableau 1: Composition nutritionnelle de différents types de yaourt (Fredot, 2005)

Type de yaourt

Yaourt nature

Yaourt nature au lait entier
Yaourt nature migre

Yaourt nature sucre

Yaourt maigre sucré

Yaourt aromatisé

Yaourt aromatisé maigre
Yaourt a boire nature sucré
Yaourt a boire aromatisé
Yaourt a boire pulpe de fruits

Yaourt au lait entier aux fruits

Protides

4.3
4.1
4.5
3.9

4.3
2.9
2.9
2.7

3.5

Teneur moyenne pour 100 g de produit

Lipides

11

3.5
0.3
0.9
0.1
1
0.1
1.2
14
1.6

2.7

Glucides

4.8

4.7
4.9
13.4
13.8
14.5
7.1
12.8
13.3
13.5
18

Calcium

170
151
150
155
150
150
160
110
107
107
130

Valeur
énergétique
en kcal

50
70
50
80
70
85
50
75
80
80
113



Synthése bibliographique

4. Diagramme de fabrication d’un yaourt

On peut voir sur la figure 1 un schéma décrivant les principales étapes de
fabrication du yaourt. Le responsable qualité doit établir les caractéristiques requises
pour chaque produit et élaborer une liste des défauts éventuels liés a ces mémes

caractéristiques (Vignola C., 2002).

Réception du lait

@

Standardisation du mélange

¢

Homogeéneéisation

.

Traitement thermique 90 a 95°C pendant 5Sminut

pe

Refroidissement jusqu’a 45°C

-

Incubation

e

Ajout de fruit

-

Incubation en chambre a 45°C pendant 4 ou 5 heures

&

Refroidissement

Figure 1: Diagramme de fabrication des yaourts (Loones, 1994)
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Il Qualité du yaourt

1. Le contrble de qualité
1.1. Définition de contrble

Le mot contrdle peut étre utilisé dans le sens de « vérification » ou de « maitrise ».
Pour éviter toute ambiguité, il est préférable de I'utiliser uniquement dans le premier
sens.

On peut alors dire que le contrdle consiste a mesurer une ou plusieurs
caractéristiques d'une entité et a comparer les résultats obtenus avec des normes
préétablies (Le Hir A et al., 2009).

1.2. Définition de la qualité

La qualité est un concept aux multiples définitions Selon les normes ISO, la qualité
est un ensemble d'attributs et de caractéristiques d'un produit ou d'un service qui lui
permettent de répondre aux besoins exprimés ou implicites des clients et des parties
lices (Pipet L.,2004).

1.3. But du contrdle de la qualité

Le contréle de la qualité a pour objectif de prévenir les risques chimiques et
biologiques résultant de la contamination des aliments due a une mauvaise
manipulation, d'empécher la mise sur le marché de produits frelatés, toxiques ou
inadaptés, d'assurer la protection de la santé et de la sécurité des consommateurs

et d’améliorer la qualité du produit qualité (Miller G., 1995).

2. Composants de la qualité

Les composantes de la qualité sont multiples :

2.1. Qualité hygiénique

Les matieres premieres et les aliments doivent étre exemptes de micro-organismes
pathogenes, de toxines, de résidus chimiques d'origine phytosanitaire ou
thérapeutique ou d'ingrédients indésirables résultant de la transformation (Brule G. et
al., 2006).
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2.2. Qualité nutritionnelle

Elle correspond a la composition quantitative et qualitative des macronutriments
(glucides, lipides, protéines) et micronutriments (vitamines, oligo-éléments), et a leur

disponibilité dans l'organisme (Leyral G. Et Vierling E., 2001).

2.3. Qualité sensorielle

Les qualités sensorielles déterminent I'appétence et le plaisir qu'un produit procure
a la consommation : elles comprennent la couleur, la texture, I'odeur, la saveur et
I'ardme (Brule G. et al., 2006).

2.4. Qualité technologique

Cette norme prend en compte les nouveaux produits qui doivent étre correctement
controlés pour garantir la qualité (Leyral G. et Vierling E.,2001).

2.5. Qualité financiéere

Le colt est souvent mis en regard d'autres criteres, il s'agit donc d'optimiser le
rapport qualité/prix. (Bonnefoy C et al., 2002).
3. Contrdle qualité du yaourt

3.1. Contrdle physico-chimique
Le yaourt doit répondre aux caractéristiques suivantes :

» Couleur claire et uniforme
» Gout fractionné et ardbme unique

» Texture homogene (pour le yaourt brassé) et ferme (yaourt étuve)

3.1.1. Laviscosité

Le yaourt est défini comme un fluide viscoélastique, qui a a la fois la viscosité d'un
liquide et I'élasticité d'un fluide (Boubchir-ladj, 2004).

La viscosité du yaourt représente la dureté, I'adhérence, la cohésion et la
résistance a I'écoulement du yaourt et du lait fermenté (Siuta et al., 2002).

Divers équipements de laboratoire sont utilisés pour caractériser les propriétés
rhéologiques du yaourt, a savoir les viscosimetres Brookfield, les rhéometres rotatifs,

les pénétrométres et méme les entonnoirs Posthumus (Pacie et kora., 2004).
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3.1.2. Le pH

Lors de la commercialisation des yaourts, il est recommandé de garantir une
guantité minimale d'acide lactique libre d'au moins 0,8g pour chaque 100g de produit,
afin de maintenir une qualité optimale. Il est également conseillé de maintenir le pH du
yaourt autour de 4 (Seydi M., 2002).

3.1.3. Latempérature

La chauffe du mélange (lait et éventuels ingrédients ajoutés) et le choix de I'agent
levant jouent un réle crucial dans la création de la texture du yaourt. Un traitement
thermique intense provoque la précipitation des protéines sériques a la surface des
micelles de caséine, limitant la possibilité de dissociation des micelles entre pH 5,3 et
4.8.

Le traitement thermique vise a réduire la charge microbienne et a améliorer les

propriétés physiques du yaourt visqueux (Soudini et Béal., 2008).

3.2. Contrdle microbiologique

Selon la norme nationale n° 34 du Bulletin de 1998, le yaourt ne doit contenir
aucune bactérie pathogene. Le traitement thermique du lait avant la fabrication du
yaourt est suffisant pour détruire les agents pathogenes ou les micro-organismes qui
ne forment pas de spores. Leur présence dans le yaourt ne peut étre qu'accidentelle.
Le pH acide du yaourt le rend hostile aux agents pathogénes et a la plupart des autres
bactéries nocives. Cependant, des levures et des moisissures peuvent se développer
dans le yaourt, ces derniéres principalement a partir de I'air ambiant, la contamination
se produit au stade de I'emballage (LARPENT et BOURGEOIS, 1995).

Tableau 2: Critéres microbiologiques de yaourt (J.0.R.A. N35 de mai 1998)

Micro-organismes Normes
Coliformes totaux 10 germes/g
Coliformes fécaux 1 germes/g
Salmonelles Abs/25¢g
Staphylococcus aureus 10 germes/g
Levures 100 germesl/g
Moisissures Abs/g

10
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4. Les altérations du yaourt
4.1. Flore de fabrication

La technologie du yaourt repose sur l'utilisation simultanée de deux types de
bactéries lactiques : Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus.
Cependant, la composition de la levure est ajustée en fonction des caractéristiques du
produit final. Souvent, une synergie entre les deux espéces favorise l'acidification
(BOURGEOIS, 1996).

4.2. Flore de I'altération du yaourt

Selon GUIRAUD (1998), les flores contaminantes sont des indicateurs d'une
gualité généralement médiocre et du non-respect des "bonnes pratiques de
fabrication”. La présence de ces micro-organismes révele la possibilité d'une
contamination, et donc d'une mauvaise hygiene, et constitue souvent une présomption
de présence de micro-organismes pathogénes plus dangereux, le plus souvent étudiés

en relation avec la flore contaminée par des matieres fécales.

4.2.1. Les coliformes totaux

Les comptages de coliformes sont principalement effectués dans le cadre
d'analyses d'eau et d'analyses d'aliments transformés, ou ils peuvent mettre en
évidence des défauts dans le procédé ou de mauvaises conditions de fabrication
(recontamination). D'un point de vue sanitaire, les bactéries coliformes ne sont
généralement pas dangereuses sauf si elles proliferent en grand nombre ou sont

particuliéerement acceptables pour les consommateurs (GUIRAUD., 1998).

4.2.2. Les coliformes thermorésistants

Le nombre de coliformes thermotolérants (coliformes fécaux) est un bon
indicateur de santé et dans de nombreux cas un assez bon indice de contamination
fécale humaine et animale, ces coliformes représentent environ 1% de la flore
intestinale (10 % substances par gramme de féces) et ne provoquent généralement
pas de maladie chez l'adulte, sont souvent associées a des entérobactéries

pathogenes telles que Salmonelles et Shigelles (GUIRAUD., 1998).

11
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4.2.3. Staphylocoques

Tous les staphylocoques présents dans les aliments ne sont pas entérotoxiques
et certains auteurs suggerent de les considérer comme des organismes indicateurs
dans les aliments crus pouvant signaler une contamination humaine par manipulation
ou une contamination aérienne ou brute des produits animaux. Ce fait permet de
recevoir de faibles quantités de staphylocoques dans certains produits et est souvent
associé a des intoxications alimentaires (GUIRAUD., 1998).

4.2.4. Salmonelles

Les salmonelles sont des entérobactéries trés répandues dans I'environnement,
et les nombres nécessaires pour provoquer une infection clinique sont tres faibles
(moins d'une par gramme). Les salmonelles étant des bactéries dangereuses qui
causent un grand nombre de maladies d'origine alimentaire, elles ne doivent pas étre
présentes dans les aliments (GUIRAUD, 1998).

La salmonelle est toujours I'agent pathogene responsable de la gastro-entérite
(JOFFIN et JOFFIN., 1999).

4.2 5. Levures et moisissures

Les levures et moisissures peuvent se développer dans le yaourt et constituent
de bons indicateurs de la qualité générale. De nombreuses moisissures ne sont pas
génées par l'acidité et ont des résidus de saccharose et de lactose, une riche source
d'énergie. Ces moisissures peuvent former une couche de mycélium a la surface du
yaourt lorsque I'emballage n'a pas été dérangé pendant un certain temps, tandis que

la levure peut se développer a la surface (GUIRAUD., 1998).

12
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V. Les Bactéries Lactiques

1. Généralités

Les bactéries lactiques (BL) sont un groupe diversifié de micro-organismes qui se
distinguent par leur capacité a produire de l'acide lactique a partir du glucose,
entrainant une diminution du pH. Cette production d'acide crée un environnement
favorable a la croissance de divers agents pathogenes et micro-organismes
responsables de la détérioration. Les BL ont une meilleure tolérance a un pH bas et
présentent des caractéristiques telles que leur classification en tant que bactéries
gram-positives, leur absence de spores, leur absence d'activité catalase, leur
tolérance a I'oxygéne et aux acides, ainsi que leur capacité de fermentation. En outre,
elles sont largement utilisées en tant que flore probiotique essentielle dans de

nombreux produits laitiers probiotiques (Lourens-Hattingh et al., 2001).
2. Caractéristiques générales des bactéries lactiques du yaourt

2.1. Streptococcus thermophilus

Les streptocoques sont sphériques ou ovales, de moins de 2 um de diametre,
disposés en paires ou en longues chaines (Boullouf., 2016). Certaines chaines
peuvent contenir 50 cellules ou plus. lls sont micro-aérophiles et homofermentaires
(Lahtinen et al., 2012).

En raison de leurs besoins nutritionnels complexes. La plupart des streptocoques
se développent relativement mal sur les milieux nutritifs de base, avec une
température optimale autour de 37°C pour la plupart des especes. Bien que certains
d'entre eux tels que Streptococcus uberis et Streptococcus thermophilus puissent se

développer a 10°C et 45°C respectivement (Lahtinen et al., 2012).

Figure 2: Observation microscopique de Streptococcus thermophilus (Makhloufi.K., 2012)

13
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2.2. Lactobacillus bulgaricus

Lactobacillus bulgaricus est un bacille Gram positif, immobile, asporulé, micro-
aérophile. Il est isolé sous forme de béatonnets ou de chainettes. Il possede un
métabolisme strictement fermentaire avec production exclusive d'acide lactique
comme principal produit final a partir des hexoses par voie d'Embden Meyerhof. Il est
incapable de fermenter les pentoses. Lb. bulgaricus est une bactérie thermophile, tres
exigeante en calcium et en magnésium et sa température optimale de croissance est
d'environ de 42°C. Cette bactérie a un rble essentiel dans le développement des
qualités organoleptiques et hygiéniques du yaourt (Marty-Teysset et al., 2000).

Ces deux bactéries lactiques tolérent de petites quantités d'oxygéne. Ceci peut étre
probablement relié au peroxyde d'hydrogéene (H202) qui est produit dans les cellules
en présence d'air. Le systeme le plus efficace pour éliminer le peroxyde d'hydrogéne
est l'utilisation d'une enzyme, la catalase, dont les bactéries lactiques sont déficientes.
Ces dernieres posseédent plutdét une peroxydase (pseudo catalase) qui est moins
efficace que la catalase. Comme les bactéries lactiques n'éliminent pas facilement le

peroxyde, elles sont dites micro-aérophiles (Doleyres., 2003).

Figure 3: Observation microscopique de Lactobacillus bulgaricus (Makhloufi.K., 2012)

14
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3. Diversité des bactéries lactiques
Parmi 13 genres de bactéries lactiques on distingue les principaux genres :

3.1. Les lactobacilles

Les lactobacilles se caractérisent par leur diversité. lls font partie du groupe des
Firmicutes, de la classe des Bacilli, de I'ordre des Lactobacillales et de la famille des
Lactobacillaceae (De Vos et al., 2009). lls sont présents dans la flore normale de la
cavité buccale, urogénitale et du tractus gastro-intestinal chez I'hnomme et les animaux.
lls constituent le groupe le plus important de bactéries lactiques, comprenant plus de
120 espéces et 20 sous-espéces (Saad,N., 2010).

3.2. Les lactocoques

Le genre Lactococcus est composé de 7 espéces et 4 sous-especes (Euzeby
,2011). Les lactocoques se présentent sous forme de cocci disposés en paires ou en
chaines de différentes longueurs. Ce sont des bactéries anaérobies facultatives, qui
produisent exclusivement de l'acide lactique L(+). Leur température de croissance

optimale se situe aux alentours de 30°C (Tamime ,2002).

3.3. Les entérocoques

Les bactéries du genre Enterococcus sont des cocci a Gram positif, qui se
Déplacent peu et font partie de la famille des Streptococcaceae. Elles peuvent étre
anaérobies ou tolérantes a l'oxygéne et certaines espéces sont capables de former
des spores. Certaines d'entre elles possédent également une capsule (Delorme et al
.,2008). Ce qui distingue ces bactéries, c'est leur capacité a se développer dans des
conditions de pH élevé, a résister a l'acidité et a survivre en présence de
concentrations salines élevées. On les retrouve fréquemment dans l'intestin humain et
animal, ainsi que dans des produits végétaux, le sol et les produits laitiers. (Ruiz-
Moyano et al., 2008).

3.4. Leuconostoc

Les Leuconostocaceae constituent une famille comprenant des cocci ovoides
qui ont la capacité de se prolonger et de prendre une forme elliptique. Ces cellules

sphériques se trouvent généralement en paires ou en chaines (Gonzalez et al.,2007).
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3.5. Weissella

Les espéces de Weissella se caractérisent par la présence de bacilles courts
ou de coccobacilles, ainsi que de cocci ovoides, tous étant Gram positif et catalase
négative. Elles peuvent étre observées soit de maniere isolée, soit regroupées par
deux ou en courtes chaines. (Walter et al., 2001).

3.6. Pédiocoques

Les membres du genre Pediococcus se présentent sous la forme de coques
homofermentaires qui se regroupent spécifiguement en tétrades. lls sont adaptés a
des conditions de température modérée (mésophiles) et ont généralement une
capacité limitée a métaboliser le lactose. Leur croissance nécessite la présence de

divers facteurs de croissance (Simpson et Taguchi, 1995).

3.7. Bifidobactérium

Le genre le plus largement reconnu se compose de bactéries en forme de
batonnets, a Gram positif, anaérobies, asporulées et immobiles. Leur morphologie
peut varier, avec des courbes ou occasionnellement des ramifications. Les bactéries
en forme de batonnets peuvent généralement étre trouvées individuellement, en amas,

en paires ou en forme de V (Lansing et al ., 2003).

3.8. Vagocoques

Le genre Vagococcus présente des cellules ovoides, se trouvant a l'isolement,
en paires ou en chaines. La majorité des especes de Vagococcus sont mobiles grace
a des flagelles péritriches. De plus, elles ont la capacité de se développer a des
températures aussi basses que 10°C sans produire de gaz ni d'ADH (arginine
dihydrolase) (Salminen et al .,2004).

3.9. Carnobacterium

Les lactobacilles et le genre Carnobacterium sont morphologiquement tres
similaires. Cependant, une autre différence importante entre les deux genres réside
dans la composition chimiqgue du peptidoglycane de leur paroi cellulaire. Les
lactobacilles possedent le dipeptide Lysine — Asparagine, tandis que le genre
Carnobacterium  présente une composition peptidoglycaniqgue différente
(Axelsson,2004).
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4. Intérét des bactéries lactiques

4.1. Domaine de fermentation

Les BL constituent un groupe de micro-organismes capables de transformer le
glucose en acide conduisant a un abaissement du pH, responsable de I'établissement
des conditions physico-chimiques favorables a diverses transformations dans
I'industrie laitiere, conférant ainsi le golt acidulé recherché a certains produits. Ces
acides ont également un effet antagoniste, ce qui est bénéfique pour protéger les
aliments des contaminants et des agents pathogénes (Corrieu et Luquet, 2008).

4.2. Domaine d’alimentation

Réle sur la texture due a partir de la production d’exopolysaccharides qui jouent un
réle d’épaississant, et provoquent une augmentation de la viscosité des milieux
(Corrieu et Luquet, 2008). Les BL ont la capacité de produire divers composes
aromatiques tel que I'acétoine principalement a partir du lactose et matieres grasses,
cette activité joue un role essentiel lors de la fabrication de produits tels que les laits
fermentés, les fromages frais, ces composés aromatiques ajoutant des saveurs

caractéristiques des produit (Bourgeois et al., 1996; Gerrit et al., 2005; Cholet, 2006).

4.3. Domaine de |la santé

Dans le domaine de la santé, certaines BL sont utilisées comme probiotiques, c'est-
a-dire des micro-organismes vivants, qui sont appliqués sur le corps humain pour
exercer des effets bénéfiques en améliorant les caractéristiques de la flore intestinale.
Une espéece couramment utilisée est Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus delbrueckii, subsp
bulgaricus (SALMINEN et al., 2004). En plus d'abaisser le cholestérol sanguin et de
déconjuguer les sels biliaires, cette souche probiotique peut également traiter certains
types d'infections ou de diarrhée (Nout M et al., 2014, 2009).
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1. Lieu du stage

Notre travail a été réalisé au niveau du laboratoire 7 du site 2 du Département de
Biologie Faculté des Sciences et de la Technologie de I'Université Ain Témouchent
Belhadj Bouchaib (UAT B.B.) ainsi qu'au niveau de la plateforme génomique de
'ESSBO (Ecole Supérieure des Sciences Biologiques d'Oran).

2. Objectif

Objectif général de cette étude est le contrdle de la qualité physico-chimique et
microbiologique de différents types de yaourt (brassé, aromatisé, a boire) prélevé au
hasard au niveau de grandes superettes ou de petites épiceries.

3. Matériel biologique

Figure 4: yaourts utilisés pour I'analyses physico-chimiques et microbiologiques (A : yaourt
brassé, B : yaourt a boire, C : yaourt aromatisé)

4. Matériel non biologique

Voir annexe 01
5. Echantillonnage

Avant de procéder a une analyse physico-chimique ou microbiologique, une série
d'opérations tres importantes doit étre réalisée, dont dépend en grande partie la qualité
des résultats analytiques. Il est nécessaire de sélectionner les échantillons et de
déterminer le lieu et les conditions de prélevement afin qu'ils puissent étre transportés
au laboratoire d'analyse en bon état (GALZY et GUIRAUD, 1998).
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6. Contrdle physico-chimique du yaourt
6.1. Deétermination pH

Le pH a été déterminé al'aide d’un pH-meétre. La premiére étape consiste a allumer
I'appareil, a retirer la sonde, puis a la rincer a I'eau distillée. L’étape suivante consiste

a 'y tremper la solution de yaourt a tester. Enfin lire la valeur du pH affiché.

e Expression des résultats

La valeur du pH est obtenue avec une simple lecture a I'écran du pH-métre de
marque (OHAUS Starter 3100).

Figure 5: Détermination du ph du yaourt non périmé

6.2. Détermination de I’acidité Dornic

Un degré Dornic (1 °D) correspond a la présence de 0.1 g d’acide lactique par litre
de yaourt (Moulay et al., 2006).
C’est le principe du dosage colorimétrique d’un acide (solution titré) par une base

(solution titrante qui contient solution hydroxyde de sodium NaOH N/9).

» Mode opératoire
e Préparer la solution NaOH N/9 titrante (annexe 03).
e Remplir la burette graduée d’une solution de soude jusqu'a atteindre le zéro.
e A l'aide d’'une seringue prélever 10 ml de yaourt et le dilué avec 10 ml d'eau

distillée, puis mélanger.
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e Ajouter 2 a 3 gouttes de phénophtaléine (indicateur coloré) et mettre le bécher
sur un agitateur magnétique.

e Laisser couler goutte a goutte la solution titrante jusqu’au virage de la couleur
au rose pale.

e Calculer la valeur d’acidité Dornic Selon la loi suivante :

°D =10xV

° D : Degré Dornic

V : volume a I'’équivalence

Figure 6: Détermination de 'acidité Dornic du yaourt

Figure 7: Détermination de 'acidité Dornic du yaourt (A : yaourt périmé, B: yaourt non
périmé)
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7. ContrOle microbiologique des yaourts

Il s'agit de controler la qualité microbiologique de différents échantillons de yaourt

brassé, a boire, aromatisé, sélectionnés en recherchant un certain nombre de

bactéries selon les critéres précisés par le Journal Officiel de I'Algérie.

>

Milieux de culture utilisés

Bouillon Lactosé Bilié au Vert Brillant (BLBVB)
Gélose Salmonella Shigella (SS)

Baird Parker (BP)

Gélose nutritive (GN)

Sabouraud et chloramphénicol

Man Rogosa Sharpe (MRS)

Plate Counting Agar (PCA)

Mayeux Sandine Elliker (MSE)

Clark et Lubs
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7.1. Préparation des dilutions

<

Yaourt qui on va utiliser dans le travail

< :
Iml ; ’
Yaourt P ‘ (Brasse, Aromatise, a boire)
Iml Iml Iml Iml

[ 1 — — o

9ml eau
)

physiologique

SM 101 102 103 104

GN OO
BP -
Sabouraud 8 8 8 8

Figure 8: Méthode de la préparation des dilutions du yaourt

Figure 9: Préparations des dilutions pour les dénombrements
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7.2.

Contrble hygiénique des yaourts

7.2.1. Recherche de la flore mésophile aérobie totale (FMAT)

Pour le dénombrement des FMAT, nous procéderons comme suit :

A l'aide d’'une pipette stérile prélever 1 ml de la dilution 10-2 du yaourt a
analyser, et mettre ce volume dans une boite de pétri.

Verser environ 20 ml du milieu GN en surfusion (environ 45 °C) et mélanger
en mouvements 8 pour assurer une bonne homogénéisation de l'inoculum
avec le milieu.

Mettre en incubation pendant 48h a 30 °C.

Compter les colonies.

L’expérience a été faite aussi avec la dilution 104

Pour chaque dilution le test a été répété deux fois.

Figure 10: Préparation pour le dénombrement de la FMAT

7.2.2. Recherche des staphylocoques

Les staphylocoques sont des bactéries de forme cocci Gram positif aérobies-

anaérobies facultatives immobile et sans spores. Leur recherche est basée sur

['utilisation du milieu d’isolement et de comptage sur géelose BP.

La technique est la suivante :

Prélever 0.1 ml du yaourt a analyser, dilué a 10-3 a I'aide d’'une pipette stérile
Couler environ 20 ml du milieu BP dans les boites de pétri.

Faire un ensemencement en surface a I'aide d’un rateau.

Incuber a 37 °C pendant 48h.
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e Compter des colonies
e L’expérience a été faite aussi avec la dilution 10-4.

e Pour chaque dilution le test a été répété deux fois.

Figure 11: Préparations pour la recherche des staphylocoques

7.3. Recherche des nuisibles et des germes pathogenes
7.3.1. Recherche des coliformes totaux et fécaux

C'est un groupe de micro-organismes qui peut se développer et se reproduire a
I'extérieur des intestins des animaux a sang chaud.

Leur température de croissance optimale se situe entre 25°C et 45°C. La flore est
un indicateur de qualité générale du produit a analyser (Guiraud, 1998).

Figure 12: Recherche des coliformes totaux et fécaux sur milieu BLBVB

> Ensemencement
e Transférer 0,1mL de la solution 10-3 et 10 dans un tube contenant 9 mL du
milieu BLBVB contenant la cloche de durham stérile.
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e Bien homogénéiser les tubes et s’assurer que la solution est bien répartie y
compris sous la cloche.
e Evacuer les bulles d’air de la cloche pour éviter d’avoir de faux positifs
e Pour chaque dilution une répétition deux fois
e Inverser le tube et placer dans une étuve a 37 °C pour les CT et 44 °C pour
les CF pendant 48h.
> Lecture

e Résultat positif : présence d’un trouble dans le milieu et dégagement de
gaz.

e Résultat négatif : absence des troubles et pas de dégagement de gaz
(Guiraud, 1998).

7.3.2. Recherche de salmonelles

La recherche des salmonelles se fait en plusieurs étapes :

7.3.2.1. Pré-enrichissement

Le pré-enrichissement pour la recherche des salmonelles se fait dans de I'eau

additionnée de peptone (EPT) comme suit :

e Mettre dans des tubes a essai stériles 9 ml I’EPT
e ATlaide d’une seringue stérile, prélever 1 ml de yaourt
e Homogénéiser la préparation avec le vortex
e Mettre en incubation a 37 C° pendant 24 h
Ceci permet aux salmonelles (si elles sont présentes) de se multiplier en abondance

pour devenir ainsi facilement détectables par la suite.

7.3.2.2. Enrichissement

Le deuxieme jour un enrichissement a été effectué. Cette étape permet de
favoriser la croissance sélective des salmonelles, facilitant ainsi leur isolement et leur

identification. Les étapes sont effectuées comme suit :

e Mettre 10 ml du milieu sélénite cystéine dans des tubes a essai stériles
e ATlaide d’'une micropipette prélever 1 ml de solution de pré enrichissement
e Homogénéiser la solution avec le vortex

e Mettre en incubation pendant 24 h a 37 °C
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7.3.2.3. Isolement

e Couler milieu SS sur les boites de pétri

e A l'aide d'une anse de platine stérile on le met dans la suspension
bactérienne, et ensemencer par méthode de stries

e Incubation 37 °C pendant 24 h

7.3.2.4. Lecture

Les colonies sont incolores transparentes avec ou sans centre noir (Korsak et al.,
2004).

7.3.3. Recherche des levures et moisissures

Pour le comptage des levures et moisissures, nous suivrons ces étapes :

e Prélever 0.1 ml du yaourt a analyser, dilué a 102 a I'aide d’une pipette stérile
e Couler environ 20 ml du milieu Sabouraud dans les boites de pétri

e Faire un ensemencement en surface a I'aide d’un rateau

e Incuber a 25 °C pendant 5 a 7 jours

e Compter les colonies

e L'expérience a été faite aussi avec la dilution 10

e Pour chaque dilution le test a été répété deux fois

Figure 13: Préparations pour la recherche des levures et moisissures
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8. Recherche et isolement de bactéries lactiques

La recherche et I'isolement des BL a partir du yaourt ont été effectués sur le milieu

MRS liquide comme suit :

e Préparer deux tubes a essai stériles contenant du MRS liquide

e A laide d’'une anse de platine stérile prélever une colonie de bactérie
lactique supposée du milieu GN

e Inoculation de chaque tube contenant du MRS liquide avec les colonies
prélevées

e Incubation a 30 °C pendant 48 h

8.1. Purification des souches bactériennes

Apres incubation les colonies isolées ont été purifiees par la méthode des stries
sur milieu solide MRS en effectuant plusieurs repiquages. Une fois la purification
effectuée on procede a la caractérisation des souches sélectionnées.

8.2. Caractérisation phénotypique des isolats
Apres leur purification, les isolats ont été pré-identifiés :

8.2.1. Pré-identification des isolats

La pré-identification des souches de BL isolées pures passe en premier lieu par
une caractérisation morphologique (macroscopique et microscopique), ainsi que la

recherche de la catalase.
8.2.1.1. Caractérisation morphologique macroscopique

L’examen macroscopique des colonies obtenues sur milieu MRS permet de décrire
plusieurs caractéristiques telles que la taille, la forme, la consistance, le contour, la

viscosité et la couleur des colonies (Guiraud, 2003).
8.2.1.2. Caractérisation morphologique microscopique

L’observation microscopique est faite aprés la coloration de Gram qui permet de
classer les bactéries selon leur Gram, la forme ainsi que leur mode d’association,

suivant les étapes suivantes :

e Fixation des frottis sur une lame

e Coloration du frottis avec du violet de gentiane durant 1 minute
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e Rejet du colorant et ajout du Lugol pendant 45 secondes
e Rincage al'eau

e Décoloration a 'alcool pendant 10 secondes

e Rincage al'eau

e Ajout de la fuchsine durant 1 minute

¢ Ringage a I'eau et ajouter huile a I'immersion

e Observation microscopique au Gx100
8.2.1.3. Recherche de la catalase

La catalase est une enzyme retrouvée chez la plupart des bactéries aérobies
strictes et anaérobies facultatives. En effet, en présence d’oxygéne moléculaire,
certaines réactions métaboliques conduisent a la formation d’eau oxygénée qui est un
composeé cellulaire toxique. Cette enzyme empéche I'accumulation de I'eau oxygénée
en la décomposant en eau et en oxygene (Delarras, 2007; Fuglsang et Edwards,
2007).

oH O Catalase oH 0+ 0
2 2 2 2

La méthode se fait en déposant sur une lame contenant une colonie pure une
goutte d’eau oxygénée et les émulsionner ensemble. Observer par la suite s’il y a
apparition de bulles indiquant que la bactérie est catalase positive. Si pas de bulles la

bactérie est considérée comme catalase négative (Delarras, 2007).
8.2.2. Identification physiologique et biochimique des isolats
8.2.2.1. Production de gaz a partir du glucose

Ce test permet de séparer les souches entre deux groupes de bactéries lactiques :

homofermentaire et hétérofermentaire (Bourgeois et al., 1996).

e Dans destubes a essai contenant la cloche de durham mettre le milieu MRS
liquide.
e Avec l'anse de platine stérile ensemencer par les différentes souches
bactériennes.
e Incubation a 30 °C pendant 48 h.
Aprés 48 h la souche hétérofermentaire conduit a la libération de gaz collecté dans
la cloche, par contre la souche homofermentaire conduit a une absence de bulle d’air
dans la cloche (Mathot et al., 1994).
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8.2.2.2. Hydrolyse de I’arginine

Cette enzyme revét un intérét considérable dans la caractérisation des BL, car elle
joue un réle essentiel dans la conversion de I'arginine en ammoniac et en citruline.

L’ensemencement de chaque souche se fait sur milieu M16BCP, en surface, et
l'incubation est effectuée a 30°C pendant 48h.

La croissance des BL sur ce milieu permet de détecter la fermentation du lactose,
qui entraine la production d'acide lactique et provoque un changement de couleur de
l'indicateur de pH (le pourpre de bromocrésol) vers le jaune. Cependant, les BL
possédant une ADH métabolisent I'arginine, libérant ainsi du NH4 qui neutralise l'acide
lactique. Cette neutralisation empéche le changement de couleur de l'indicateur de pH,

maintenant ainsi la couleur initiale du milieu (Thomas, 1973).

8.2.2.3. Testde delathermotolérance a 45 °C

Les souches pures sont ensemencées sur milieu MRS et incuber a la température
de 45 °C pendant 48 h.
Ce test permet de faire la différence entre les bactéries mésophiles et les bactéries

thermophiles.

8.2.2.4. Reésistance ala salinité

La croissance bactérienne a des concentrations variables de chlorure de sodium
(NaCl) est un élément clé dans le processus d'identification des bactéries (Badis et al.,
2005).

Les colonies a tester sont ajoutés aux bouillons fortement salés contenant
respectivement 4% et 6,5% de NaCl, elles sont ensuite incubées a une température
de 30 °C pendant 24 h a 48 h (Badis et al., 2005). La croissance est appréciée par

I'apparition d'un trouble bactérien.
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8.2.2.5. Capacité de croissance en milieu acide et basique

Ce test est réalisé pour évaluer la capacité des souches a se développer dans un
bouillon MRS ajusté a un pH acide de 4 et pH basique de 9,6 (Guiraud, 2003).

La méthode se fait par ensemencement des différentes souches et incuber a 30°C
pendant 24 a 48 h. La croissance est appréciée par I'apparition d'un trouble bactérien.

8.3. Caractérisation technologique des isolats
8.3.1. Production d'exopolysaccharides (EPS)

Le milieu MSE est spécifiquement employé pour détecter les souches de bactéries
lactiques qui ont la capacité de produire du dextrane, une substance d'intérét majeur
dans lindustrie agroalimentaire et pharmaceutique. Sur ce milieu, les bactéries
lactigues productrices de dextrane se manifestent par des colonies larges et

visqueuses (Mayeux et al., 1962).
8.3.2. Production d’acétoine

Se fait par ensemencement du milieu Clark et Lubs qui permet d’étudier les produits
de fermentation du glucose, selon la technique suivante (Boumehira, 2010):
e Le milieu Clark et Lubs est ensemenceé par les souches a tester
e Incubation pendant 24 a 48 h a 30 °C
e Apres incubation, prélever 2 ml de la souche, et ajouter 0,5 ml du réactif VP1
(a-naphtol), puis 0,5 ml du VP2 (hydroxyde de sodium).
e Agiter frequemment durant 15 minute. La production d’acétoine se traduit par

I’'apparition d’'un anneau rouge a la surface du tube.
8.3.3. Recherche de I'activité protéolytique

L'activité protéolytique a été évaluée en ensemencant le milieu PCA (Plate
Counting Agar) additionné de 2 % de lait écrémé stérile UHT. Chaque culture
bactérienne a été déposée a la surface du milieu en utilisant la méthode du multipoint
et a été incubée pendant 48 heures a 30 °C. L'activité protéolytique est observée par
la présence d'une zone transparente (halo) autour de chaque point d'ensemencement
(Moulay et al., 2006, Bettache et al., 2012).
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l. Résultats du contréle physico-chimique des yaourts
1. Yaourt aromatisé
1.1. Yaourt aromatisé non périmé

e Résultat du pH = 4,22

e Reésultat de I'acidité Dornic = 83 °D

Figure 14: Résultat du titrage colorimétrique du yaourt aromatisé non périmé
1.2. Yaourt aromatisé périmé
e Résultat du pH =4,25
e Acidité Dornic =82,5D

Figure 15: Résultat du titrage colorimétrique du yaourt aromatisé périmé
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2. Yaourt brassé
2.1. Yaourt brassé de la superette
e Résultat du pH =4,13

e Résultat de I’acidité Dornic = 69 °D

Figure 16: Résultat du titrage colorimétrique du yaourt brassé superette

2.2. Yaourt brassé de I'épicerie
e Résultat du pH= 4,22
e Résultat de I’'acidité Dornic =75,5 °D

Figure 17: Résultat du titrage colorimétrique du yaourt brassé épicerie
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3. Yaourt a boire

3.1. Yaourt aboire non périmé

e Résultat du pH= 4,04

e Résultat de I’acidité Dornic = 50,5 °D

Figure 18: Résultat du titrage colorimétrique du yaourt a boire non périmé
3.2. Yaourt a boire périmé
e Résultat du pH= 4,06
¢ Résultat de I’acidité Dornic = 65,5 °D

Figure 19: Résultat du titrage colorimétrique du yaourt a boire périmé

33



Résultats et Discussion

Il. Résultat de I’analyse microbiologique des yaourts

1. Résultat du dénombrement et de la recherche de germes pour le contréle
hygiénique

Les résultats obtenus lors de [lanalyse microbiologique hygiénique

(dénombrement de la FMAT, recherche de staphylocoques) du yaourt aromatisé
périmé et non périmé sont présentés dans les figures 20 et 21.

4.1. Dénombrement de la FMAT

Figure 20: Exemple du résultat du dénombrement de la FMAT trouvée dans les yaourts
aromatisés non périmés (A) : dilution 102 et (B) : dilution 10

4.2. Recherche des staphylocoques

Figure 21: Résultats de la recherche des staphylocoques trouvée dans les yaourts

aromatisés non périmés (A) : dilution 102 et (B) : dilution 10
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2. Résultat de larecherche des microorganismes nuisibles et pathogenes

Les résultats obtenus lors de la recherche de certains nuisibles et bactéries
pathogenes (coliformes totaux et fécaux, les salmonelles ainsi que les levures et
moisissures) dans les yaourts aromatisés non périmés sont présentés dans les
figures 22, 23 et 24.

2.1. Recherche des coliformes

Figure 22: Résultats de la recherche des coliformes trouvée dans les yaourts aromatisés

non périmés (A) : Coliforme totaux et (B) : coliforme fécaux

2.2. Recherche des salmonelles

Figure 23: Résultats de la recherche de salmonelles dans les yaourts
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2.3.

Recherche des levures et moisissures

Figure 24: Résultats de la recherche des levures et moisissures trouvée dans les yaourts

aromatisés non périmés (A) : dilution 10 et (B) : dilution 10

Les résultats obtenus lors de [I'analyse microbiologique (recherche et

dénombrement de le FMAT, recherche de staphylocoques) ainsi que la recherche de

nuisibles et bactéries pathogénes (coliformes totaux et fécaux, les salmonelles ainsi

gue les levures et moisissures), ont tous montré des résultats semblables.

Le Tableau 03 résumé tous les résultats obtenus

Tableau 3: Résultats des analyses microbiologiques effectuées sur les yaourts testés

Type de yaourt

Germes

FMAT

Coliforme
fécaux
Coliforme
totaux
staphylocoques

Salmonelle
Levure

Moisissure

* Abs : absence

a boire
Périmé  Non
périmé
Abs* Abs
Abs Abs
Abs Abs
Abs Abs
Abs Abs
Abs Abs
Abs Abs

Aromatisé
périmé  Non
périmé
Abs Abs
Abs Abs
Abs Abs
Abs Abs
Abs Abs
Abs Abs
Abs Abs

Brassé

superette épicerie

Abs Abs
Abs Abs
Abs Abs
Abs Abs
Abs Abs
Abs Abs
Abs Abs

Norme
selon
J.O.R.A

10 -100

1-10

10 -100
Abs
<102
Abs
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Il Résultat de l'isolement de bactéries lactiques a partir du yaourt
aromatisé

1. Isolement sur milieu MRS

@O REDMINOTES
OO Al QUAD.CAMERA

Figure 26: Résultat de la recherche et de l'isolement de bactéries lactiques sur MRS solide
(A : souche 1, B : souche 2)

2. Pré-identification des isolats

2.1. Observation macroscopique des isolats

L'étude de leur aspect macroscopique a montré différents aspects de colonies:

arrondies, lenticulaires, bombées, de couleur blanchatre, creme (fig. 28).
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En milieu liquide, les cultures apparaissent troubles dans la partie profonde du
tube, la partie supérieure restant claire, orientant vers un type respiratoire micro-
aérophile (fig. 27).

Figure 27: Aspect de la culture en milieu liquide

Figure 28: Aspect de la culture en milieu solide
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2.2. Observation microscopique des isolats
La figure 29 montre I'observation microscopique des deux isolats obtenus au G x 100
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Figure 29: Observation microscopique des isolats Gx100 ( A : souche 1 Cocci Gram +, B :
Cocci Gram +)

Test de la catalase
Le résultat des deux isolats testés ont montré I'absence de la catalase (absence

de bulles) (fig. 30 (A) et (B)). La figure 31 montre un témoin positif pour le test de la
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Figure 30: Test de la catalase (A) et (B) : isolats catalase (-). (C) : témoin positif
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3. Caractérisation physiologique et biochimique des isolats

3.1. Production de gaz a partir du glucose
Les deux souches testés se sont révélées étre de type homofermentaire (ne

dégageant pas de CO: lors de la fermentation du sucre). La figure 31 montre le

résultat obtenu pour les deux souches testés
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Figure 31: Résultat du type de fermentation des deux souches isolées

3.2. Hydrolyse de I’arginine

Les deux souches isolées et testées ont montré qu’elle possédait I'enzyme capable

d’hydrolyser I'arginine (I’arginine dihydrolase). La figure 32 illustre le résultat obtenu.

—

Figure 32: Recherche de 'ADH chez souches isolées sur milieu M16BCP (1 et 2 : ADH+)
3.3. Test de lathermotolérance et croissance a 45 °C

Les deux souches testées ont montré une capacité de croitre a un température de

45 °C (apparition d’un trouble dans le milieu). Ceci est montré dans la figure 33 :
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Figure 33: Croissance des souches isolées a 45 °C

3.4. Résistance ala salinité

Les bactéries ont montré une capacité de croitre en présence de NaCl a 4 % par
contre elles ont été incapables de pousser a une concentration de 6,5 % de NaCl. Les
résultats obtenus sont montrés dans les figures 34 et 35

Figure 35: Croissance des isolats obtenus a 6,5% de NaCl
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3.5. Croissance en milieu acide et alcalin

D’apres les résultats obtenus (fig. 36 et fig. 37) les bactéries ont la capacité de

croitre en milieu acide mais n’ont pas la capacité de croitre en milieu alcalin.

Figure 37: Croissance des isolats obtenus a pH 9,6
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4. Caractérisation technologique des isolats
4.1. Production d'exopolysaccharides (dextrane) sur milieu MSE

La figure 38 montre que les isolats testés ne sont pas producteurs de dextrane

sur milieu MSE.

Figure 38: Recherche de la production de dextrane sur milieu MSE par les souches isolées

4.2. Production d’acétoine

Lors du test pour la production d’acétoine sur milieu Clark et Lubs, il n’y a pas
eu apparition d’anneau rouge en surface (Fig. 39), ce qui démontre que les deux

isolats testés n’ont pas la capacité de produire de 'acétoine.

Figure 39: Recherche de la production d’acétoine sur milieu Clark et Lubs
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4.3. Recherche de I’activité protéolytique

Ce test n’a pas montré une activité protéolytique potentielle des isolats testés, pas

d’apparition d’un halo clair autour des colonies (fig. 40).

Figure 40: Recherche de I'activité protéolytique sur milieu PCA additionné de 2 % de lait
écrémeé UHT
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V. Discussion

Les résultats physico-chimiques de différents types de yaourt testés, ont montré
qgue le pH obtenu est compris entre 4,04 et 4,26 et que I'acidité titrable mesurée est
comprise entre 50,5 °D a 83 °D.

En comparant les résultats du pH et de I'acidité titrable obtenus avec les normes
décrites dans le JORA, (1998), nous pouvons constater qu'ils sont plutot satisfaisants
et que nos yaourts sont d’'une bonne qualité physico-chimique: 4 < pH < 4,6, et 70 <
°D< 99.

Lors de la fermentation, les BL utilisées pour la fabrication du yaourt
transforment le lactose (un sucre présent dans le lait) en acide lactique (donnant au
yaourt sa consistance spécifique), abaissant le pH du lait de 6,8 a 4,5 (Ashraf et Smith,
2015).

La diminution du pH constatée lors du stockage du yaourt est attribuable a la
croissance continue des BL. Ces bactéries métabolisent les glucides présents dans le
yaourt, ce qui entraine la production d'acide lactique. L'accumulation progressive de
I'acide lactique dans le yaourt conduit & une baisse du pH global (Gaucheron et al.,
2004). Cette diminution évolue légérement toute en restant dans les normes
réglementaires du pH, prouvant par ailleurs, le respect des conditions et de la
température de stockage appropriés. En effet, le froid empéche la prolifération de
bactéries dans le yaourt entre autres les bactéries pathogenes, mais sans totalement
arréter leurs activités meétaboliques (Kaur et al., 2017).

Les variations des valeurs de pH et d'acidité entre les échantillons peuvent étre
expliquées par les différences de concentration de poudre de lait utilisée. Lorsqu'une
plus grande quantité de poudre de lait est ajoutée, cela fournit davantage de substrats
(glucides) disponibles pour étre métabolisés par les BL présentes dans le yaourt. En
conséquence, une plus grande quantité d'acide lactique et d'autres acides est produite,
ce qui entraine une diminution du pH global du yaourt (Arab et al., 2014).

L'analyse microbiologique des produits finis périmés et non périmés (yaourts
brassés, aromatisés et a boire) a montré I'absence totale de bactéries pathogenes
(Salmonelles et Staphylocoques), de coliformes totaux et fécaux, de bactéries
aérobies mésophiles et de bactéries d'altération (levures) et moisissures). L'absence
de coliformes dans le yaourt peut s'expliquer par la présence de bactéries lactiques

entrainant une inhibition de la croissance des coliformes (GUIGMA, 1998).
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En effet, les coliformes se multiplient pendant un certain temps avant que la
croissance des streptocoques ne prenne le relais et ralentisse leur croissance. Et ceci
est confirmé par ALAIS MOROU (2010) expliqguant que la contamination initiale par
des bactéries pathogenes soit affectée par 'abaissement du pH du milieu.

Cette absence totale de germes renseigne sur les conditions d'hygiene des
équipements et la qualité des matiéres premieres utilisées dans le processus de
fabrication du yaourt, notamment I'hygiéne du personnel ; elle renseigne également
sur le mode de pasteurisation, puisqu'il joue un rble trés important, y compris
I'élimination ou la réduction de la charge microbienne. Selon Oteng et Yang (1984),
les objectifs de la pasteurisation sont nombreux et comprennent : la destruction de
tous les micro-organismes pathogénes non sporulés, la destruction des levures, des
moisissures et de la plupart des cellules végétatives bactériennes. On peut dire que
les yaourts testés possédent de bonnes qualités microbiologiques et hygiéniques.

En plus du contréle qualité sur les yaourts nous avons pu isoler deux souches
bactériennes apparentées aux BL. La confirmation de l'identité des souches a été
effectuée par des procédures phénotypiques conventionnelles basées sur les tests
morphologiques, physiologiques et biochimiques (Carr et al., 2002).

La croissance des bactéries apparait sous forme de trouble homogene et
fumeux dans le milieu MRS liquide, Dans certains tubes, on observe une concentration
du trouble au fond du tube, ce qui suggere la présence de conditions anaérobiques
(voir figure 25), ce qui a été observé par Kihal (1996) et Carr et al. en 2002.

Les souches cultivées sur le milieu MRS solide ont formé des colonies de forme
lenticulaire. Parfois circulaires, de petites tailles a moyennes d’environ 1mm de
diamétre, blanchatres ou laiteuses, avec un pourtour régulier et lisse. Ceci est confirmé
par (Carmen et Hernandez, 2017) qui décrivent les colonies de bactéries lactiques
obtenues comme étant des colonies de petite taille, de forme circulaire ou lenticulaire,
avec une couleur blanchatre et d’'un pourtour régulier ou irrégulier. Selon Teuber et
Geis (2018), les colonies de Lactobacillus bulgaricus observées sur le milieu MRS
étaient de couleur blanchatre, de forme ronde et présentaient un contour régulier.

L’observation microscopique de nos deux isolats est Gram positif, sous forme
de coques disposées en diplocoques et en chainettes. Ces résultats concordent avec
ceux retrouvés par Lairini et al. 2014 et Corrieu et Luquet, 2008. Les BL ne possedent
pas d’activité catalasique. Il a été rapporté que certaines souches peuvent accumuler

du peroxyde d'hydrogene, comme indiqué par Condon (1987). Selon le Manuel de la
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Systématique Bactérienne de Bergey, les lactobacilles sont généralement catalase
négative, ce qui signifie qu'ils ne produisent pas I'enzyme catalase. (de Vos et al.,
2009). L’'absence de bulles d’air aprés I'ajout de I'eau oxygéné sur lI'inoculum indique
gue nos deux isolats testés sont catalase négative. Ces bactéries sont identifiées
comme des BL (Saad djaballah et Medkour, 2015).

Pour ce qui est de nos souches, aucune production de gaz (CO>) a partir du
glucose n’a été observée, ainsi, elles sont considérées comme homofermentaires.

En général, la fermentation du lactose conduit & la production d’acides
organiques, qui jouent un rdle majeur dans la conservation des produits laitiers
fermentés (yaourt, camembert...), et elle contribue a [linhibition des germes
pathogénes ou des contaminants et améliore la digestibilité du produit (Ouwehand,
1998 ; Messens, 2002).

Les tests effectués sur milieu MRS acide pH 4 ainsi que le milieu MRS
additionné de NaCl a 4 % ont montré que les deux souches testées ont été capables
de croitre dans ces deux milieux se traduisant par I'apparition d’'un trouble. Ces
résultats confirment la caractéristique d’acido-tolérance de certaines BL ainsi qu’une
certaine tolérance a I'hypersalinité du milieu (Larpent, 1997). En revanche aucune
croissance n’'a été notée dans le milieu MRS alcalin pH 9,6 ainsi que le milieu MRS
hypersalé a 6,5 %. Ces tests sont principalement utilisés pour identifier le genre
Enterococcus des autres genres bactériens connus pour sa capacité a croitre a
différents pH acide et alcalin ainsi qu’en milieu hypersalé (Guiraud, 2003).

Les souches de BL 1 et 2 sont thermorésistantes, ou une croissance sur bouillon

MRS est observée un trouble apres incubation a T 45°C. Ce test permet de faire la
différence entre la flore thermophile et mésophile (Carr et al., 2002)
Selon Rallu et al. (2000), les recherches indiquent que les souches de Lactococcus
lactis subsp. lactis démontrent une plus grande résistance aux stress et sont capables
de se développer a des températures élevées, atteignant 40 °C, ainsi qu'a un pH de
9,2. Selon Guiraud (1998), les isolats sélectionnés présentaient des formes cellulaires
en chainettes associées et étaient capables de se développer a 45 °C, mais pas a 10
°C. Des tests de résistance a la température ont été effectués pour différencier les
streptocoques.

Concernant I'étude biochimique de nos deux isolats, nous avons pu déterminer
que nos souches possédaient toutes les deux 'ADH et qu’elles étaient capables

d’utiliser I'arginine comme source de carbone.
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En revanche les deux isolats ne possédent pas d’activité protéolytique
détectable sur milieu PCA additionné de 2 % de lait écrémé UHT.

L’activité protéolytique des bactéries lactiques est une caractéristique
technologique importante et est essentielle pour leur croissance dans le lait ainsi que
pour le développement des propriétés organoleptiques des différents produits laitiers
(Savoy et Hébert, 2001; Hassaine et al., 2007; Maghnia, 2011 )

Deux autres paramétres ont été testés sur nos isolats qui sont la production
d’acétoine sur milieu Clark et Lubs (FIL, 1996), ainsi que la production de dextrane sur
milieu MSE. Nous avons constaté que nos isolats 1 et 2 n‘ont pas cette capacité

technologique qui peuvent avoir un intérét en industrie agro-alimentaire.
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Conclusion générale

En conclusion, cette étude visait & évaluer les parametres physico-chimiques et
microbiologiques du différent yaourt pour répondre aux problématiques de contrble
qualité. Les résultats obtenus fournissent des informations précieuses pour la qualité
et la sécurité des produits laitiers fermentés.

L'évaluation des paramétres physico-chimiques, tels que le pH et l'acidité
Dornic, a permis de mettre en évidence l'importance fondamentale de ces éléments
pour assurer la stabilité et la texture optimales du yaourt.

La recherche microbiologique a mis en évidence l'importance de contrdler la
contamination microbienne dans le yaourt pour assurer sa sécurité des risques
potentiels associés a des micro-organismes tels que la microflore aérobie totale, les
staphylocoques, les levures et moisissures, les coliformes ainsi que les salmonelles.

Afin d'assurer la sécurité des consommateurs, il est essentiel de mettre en place
des mesures préventives et de contrdle telles que le respect de bonnes pratiques
d'hygiene, des procédures de nettoyage et de désinfection, minimiser la contamination
et assurer la sécurité du yaourt.

De plus a recherche et l'isolement des bactéries lactiques ont permis d'explorer
leur impact a la fois a grande échelle et & un niveau microscopique. L'identification des
différentes souches et I'étude de leurs caractéristiques, telles que leur capacité de
croissance a des pH et salinités variables, ainsi que la production d'acétoine et d’EPS,
et leur activité protéolytique auraient pu apporter des informations complémentaires
sur la qualité et les propriétés des bactéries lactiques utilisées dans le processus de

fermentation des yaourts.
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Annexe 01

Matériel

e Erlenmeyer

e Bécher

e Eprouvette graduée

e Tubes a essai +support
e Flacon

e Pince

e Compte-gouttes

e Verre de montre

e Pissette

e Balance

e Agitateur magnétique

e Bec bunsen

e Boite de Pétri

e Cloche de durham

e Anse de platine

e pH metre et thermométre
e Lame et lamelle

e Microscope optique

e Pipette graduée + poire
e Pipette pasteur et micropipette
e Burette +support

e Autoclave

e Incubateur
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Annexe 02
Composition des milieux de culture

e Milieu Gélose nutritive

GEAlOSE NULTILIVE ..ot e e
Bau disStillée . ... e

Autoclavage pendant 20 min a 121°C

e Milieu BLBVB

Bau distillée ...

Autoclavage pendant 20 min a 121°C

e Milieu Salmonelle Shigelle

e Milieu Baird Parker

Baird parker........coooii

Bau distillée ...

Autoclavage pendant 20 min a 121°C

e Milieu sabouraud :

SAbOUraUd. ...

Bau distillée ...

Autoclavage pendant 20 min a 121°C

e Milieu sélinite cystine

SeINIE ..o

Eaudistillé..... ...

Autoclavage pendant 20 min a 121°C
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e Milieu MRS

MRS broth ... 2715 mL
AL = AAT et 10g
Bau distill@. ... e 500 mL
pH 6,8

Autoclavage pendant 20 min a 121 °C

e Milieu MSE

T 0] (] 1 29
EXIrait de [EVUIE. ... e 19
SACCNAIOSE. ... 20g
(71 = 1 (=30 [0S Y0 1o |11 o o 0,29
GIUCOS . . et e 19
(7= = 11 [ 0,5¢
SOAIUM @ZIAE. ...t e 0,015¢
o =T = o = 39
BaU diStill@e. ... .o 200 mL
pH 6,5

Autoclavage pendant 20 min a 121 °C

e Milieu M16 BCP

EXIrAIt A [@VUIE.....eeieii e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeeaae e eeeeeeseennnnn 0,25¢g
EXtrait de VIANAE .........cooiiii e 0,59
(=T 0] 0] [PPSR 1lg
[0 Lo R0 o] o U= PP 0,05¢g
= o (0 1S PP 0,29
= T o1 11 = P RPPPUPUPRSPPP 0,49
Pourpre de BromoOCIESOL. ........ccoiiiiieiie et 0,05¢g
= =T - P 29
BAU AISHIIEE ...t 100 mL
pH 6,8

Autoclavage pendant 20 min a 121 °C
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e Milieu Clarck et Lubs

PEPIONE. ... 0,59
(] [ o 0 1= = 0,59
Hydrogéno-phosphate de potasSIUM.............ceeiiiiiiiiiiie e 0,5
g

BEaU diStill@e. ... 100 mL
pH 7,5

Autoclavage 120 °C pendant 20 min

e Milieu PCA

LI/ 00 PP 0,59
= L1 [T (1Y | (T 0,25¢g
(] [0 0 1= 0,19
o E= L T = PP PPPPTR PRI 159
Bau distill@e. ... ..o 100 mL
pH 7,0

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes

e Composition pour 250 ml d’eau physiologique

Autoclavage 20 min a 121°C

e Composition de la solution hydroxyde de sodium N/9

PP ONE .. 19
1 = 1O 0,5¢
BaU diStIllEE ... s 100 ml

Autoclavage a 121°C pendant 20 min
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e Composition de la solution VP1

AlPa-Naphtol. .. ... 0,649
Ethanol

e Composition de la solution VP2
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Annexe 03

Acidité Dornic de yaourt aromatisé non périme
D0=10xVeq

Veq= (5,6+11) / 2

Veq=8,3

D%=8,3x10

D%=83°D

Acidité Dornic de yaourt aromatisé périmé
D%=10xVeq

Veq= (11+5,5) / 2

Veq=8,25

D%=8,25x10

D%=82,5°D

Acidité Dornic de yaourt brassé superette
D0=10%Veq

Veq= (6,3+7,5) / 2

Veq=6,9

D%=6,9x10

D%=69°D

Acidité Dornic de yaourt brassé épicerie
D%=10x%Veq

Veq= (7,1+8) / 2

Veq=7,55

D%=7,55%x10
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D°=75,5°D

Acidité Dornic de yaourt a boire non périme
D0=10xVeq

Veq=(5,1+5) /2

Veq=5,05

D%=5,05x10

D%=50,5°D

Acidité Dornic de yaourt a boire périmeé
D0=10xVeq

Veq=(6,1+7)/ 2

Veq=6,55

D%=6,55x10

D%=65,5°D

63



	Résumé
	Abstract
	ملخص
	Liste des abréviations
	Liste des figures
	Liste des tableaux
	Introduction
	I. Les produits laitiers
	1. Définition
	2. Différents types de produits laitiers
	2.1. Le fromage
	2.2. La crème
	2.3. Le beurre
	2.4. Yaourt


	II. Généralité sur le yaourt
	1. Définition du Yaourt
	2. Types du yaourt
	2.1. Yaourt au lait entier pasteurisé
	2.2. Yaourt nature demi-écrémé pasteurisé
	2.3. Yaourt allégé
	2.4. Yaourt brassé
	2.5. Yaourt aromatisé ou aux fruits
	2.6. Yaourt à boire

	3. Composition nutritionnelle de différents types de yaourt
	4. Diagramme de fabrication d’un yaourt

	III. Qualité du yaourt
	1. Le contrôle de qualité
	1.1. Définition de contrôle
	1.2. Définition de la qualité

	2. Composants de la qualité
	2.1. Qualité hygiénique
	2.2. Qualité nutritionnelle
	2.3. Qualité sensorielle
	2.4. Qualité technologique
	2.5. Qualité financière

	3. Contrôle qualité du yaourt
	3.1. Contrôle physico-chimique
	3.1.1. La viscosité
	3.1.2. Le pH
	3.1.3. La température

	3.2. Contrôle microbiologique

	4. Les altérations du yaourt
	4.1. Flore de fabrication
	4.2. Flore de l'altération du yaourt
	4.2.1. Les coliformes totaux
	4.2.2. Les coliformes thermorésistants
	4.2.3. Staphylocoques
	4.2.4. Salmonelles
	4.2.5. Levures et moisissures



	IV.  Les Bactéries Lactiques
	1. Généralités
	2. Caractéristiques générales des bactéries lactiques du yaourt
	2.1. Streptococcus thermophilus

	3. Diversité des bactéries lactiques
	3.1. Les lactobacilles
	3.2. Les lactocoques
	3.3. Les entérocoques
	3.4. Leuconostoc
	3.5. Weissella
	3.6. Pédiocoques
	3.7. Bifidobactérium
	3.8. Vagocoques
	3.9. Carnobacterium

	4. Intérêt des bactéries lactiques
	4.1. Domaine de fermentation
	4.2. Domaine d’alimentation
	4.3. Domaine de la santé


	1. Lieu du stage
	2. Objectif
	3. Matériel biologique
	4. Matériel non biologique
	5. Echantillonnage
	6. Contrôle physico-chimique du yaourt
	6.1. Détermination pH
	6.2. Détermination de l’acidité Dornic

	7. Contrôle microbiologique des yaourts
	7.1. Préparation des dilutions
	7.2. Contrôle hygiénique des yaourts
	7.2.1. Recherche de la flore mésophile aérobie totale (FMAT)
	7.2.2. Recherche des staphylocoques

	7.3. Recherche des nuisibles et des germes pathogènes
	7.3.1. Recherche des coliformes totaux et fécaux
	7.3.2. Recherche de salmonelles
	7.3.2.1. Pré-enrichissement
	7.3.2.2. Enrichissement
	7.3.2.3. Isolement
	7.3.2.4. Lecture

	7.3.3. Recherche des levures et moisissures


	8. Recherche et isolement de bactéries lactiques
	8.1. Purification des souches bactériennes
	8.2. Caractérisation phénotypique des isolats
	8.2.1. Pré-identification des isolats
	8.2.1.1. Caractérisation morphologique macroscopique
	8.2.1.2. Caractérisation morphologique microscopique
	8.2.1.3. Recherche de la catalase

	8.2.2. Identification physiologique et biochimique des isolats
	8.2.2.1. Production de gaz à partir du glucose
	8.2.2.2. Hydrolyse de l’arginine
	8.2.2.3. Test de de la thermotolérance à 45  C
	8.2.2.4. Résistance à la salinité
	8.2.2.5. Capacité de croissance en milieu acide et basique


	8.3. Caractérisation technologique des isolats
	8.3.1. Production d'exopolysaccharides (EPS)
	8.3.2. Production d’acétoïne
	8.3.3. Recherche de l’activité protéolytique


	I. Résultats du contrôle physico-chimique des yaourts
	1. Yaourt aromatisé
	1.1. Yaourt aromatisé non périmé
	1.2. Yaourt aromatisé périmé

	2. Yaourt brassé
	2.1. Yaourt brassé de la superette
	2.2. Yaourt brassé de l’épicerie

	3. Yaourt à boire
	3.1. Yaourt à boire non périmé
	3.2. Yaourt à boire périmé


	II. Résultat de l’analyse microbiologique des yaourts
	1. Résultat du dénombrement et de la recherche de germes pour le contrôle hygiénique
	4.1. Dénombrement de la FMAT
	4.2. Recherche des staphylocoques

	2. Résultat de la recherche des microorganismes nuisibles et pathogènes
	2.1. Recherche des coliformes
	2.2. Recherche des salmonelles
	2.3. Recherche des levures et moisissures


	III. Résultat de l’isolement de bactéries lactiques à partir du yaourt aromatisé
	2. Pré-identification des isolats
	2.1. Observation macroscopique des isolats
	2.2. Observation microscopique des isolats
	2.3. Test de la catalase

	3. Caractérisation physiologique et biochimique des isolats
	3.2. Hydrolyse de l’arginine
	3.4. Résistance à la salinité
	3.5. Croissance en milieu acide et alcalin

	4. Caractérisation technologique des isolats
	4.1. Production d'exopolysaccharides (dextrane) sur milieu MSE
	4.2. Production d’acétoïne
	4.3. Recherche de l’activité protéolytique


	IV. Discussion
	Conclusion générale
	Références bibliographiques
	Annexes

