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INTRODUCTION

Le lait est défini comme « le produit intégrale de la traite totale et ininterrompue
d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée». Il doit étre en outre
collecté dans de bonnes conditions hygiéniques, présenté toute les garanties sanitaires et ne
pas contenir de colostrum.

L’évolution des processus technologiques, des techniques de conservation et de distribution
a permis I’élaboration d’une large gamme de «laits de consommation» qui se distinguent par
leur composition, leur qualité nutritionnelle, organoleptique et leur durée de conservation
(Romain et al, 2008).

La fermentation du lait conduisant a la formation d’acides organiques, notamment
I’acide lactique, entraine une gélification du lait. Ces laits fermentés peuvent résulter
d’ensemencements spontanés a température ambiante, ou d’ensemencements par flore a une
température contrdlée. Ce contr6le porte sur le choix des especes et des souches en fonction
de leur intérét technologique (texture du produit) ou organoleptique (FAO, 1995).

Les laits fermentés ont une caractéristique commune : ils sont tous obtenus par le
développement d’une flore lactique. Les caractéristiques propres des différents laits fermentés
sont attribuées a la variation particuliére de certains facteurs tels que la composition du lait,
la température d’incubation et la nature de la flore microbienne lactique ou autres.
Historiquement il s’agit de permettre une meilleure conservation du lait, qui est une matiére
premiere rapidement périssable (Lamye Glory et al, 2017).

Parmi les nombreux produits laitiers fermentés, les yaourts tiennent une place de
choix. Ils sont obtenus par la mise en ceuvre des procédés connus et transformés en processus
de fabrication industrielle.

La technologie du yaourt est basée sur la mise en ceuvre simultanée de deux espéces
de bactéries lactiques Streptococcus salivarius subsp. thermophilus et Lactobacillus
delbruckii  subsp. bulgaricus, cependant la composition du levain est adaptée aux
caractéristiques recherchées pour le produit fini. Le yaourt est considéré comme un produit
de grande consommation, il apparait comme un produit laitier tres digeste qui possede une
grande valeur nutritionnelle et qui est apprécié pour son godt et sa texture (Mahrous et al,
2014).

L’objectif de cette étude est de suivre la cinétique de coagulation aux différents rapports
des ferments au cours de la fabrication du yaourt, afin d’optimiser le rapport idéal qui donne
un yaourt de bonnes qualités physicochimiques et organoleptiques.
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Syntheése bibliographique

1- Lait fermenté

Le lait fermenté est un produit laitier obtenu par la fermentation du lait, lequel peut avoir
été fabriqgué a base de produits obtenus a partir de lait avec ou sans modification de
composition, par I’action de micro-organismes caractérisé et spécifique et résultant dans la
réduction du pH avec ou sans coagulation (FAO/OMS, 2011).

Le lait fermenté doit subir un traitement au moins équivalent a la pasteurisation ; la teneur en
acide lactique exigée est de 0.6g/ 100g de produit (Verrler, 2007).

Il existe une grande variété de laits fermentés caractérisés par la diversité de leurs qualités et
leurs levains et leur mode de fabrication. Parmi eux, on trouve le yaourt.

1-1-Yaourt

D’apres le Codex Alimentarius (n°A -11(a) 1975 année adopté 2013), le yaourt est un
produit laitier coagulé obtenu par fermentation lactique grace a l'action de Lactobacillus
bulgaricus et de Streptococcus thermophilus a partir du lait frais ainsi que du lait pasteurisé
(concentré, partiellement écrémé, enrichi en extrait sec) avec ou sans addition (lait en poudre,
poudre de lait écrémé, etc..). Les micro-organismes du produit final doivent étre viables et
abondants.

Le yaourt est un produit tres apprécié par les consommateurs. L’intérét réside dans le fait
d’utiliser tout le lait sans aucune perte puisqu’il n y” a pas d’égouttage (Raiffaud, 2017).

Selon Sodini et Béal (2003), la teneur en acide lactique minimale est de 0.7 % et contenant
au moins 10 millions de bactéries vivantes par gramme de produit au moment de la vente au
consommateur.

1-2- Différents types de yaourt
Les différents types sont classés en fonction de :
1-2-1- La technologie de fabrication
D’aprés Romain et al (2008), les types du yaourt sont :

e Yaourts fermes : dont la fermentation a lieu en pots, ce sont généralement les yaourts
nature ou aromatiseés.

e Yaourts brassés : dont la fermentation a lieu en cuve avant le conditionnement, ce
sont généralement des yaourts brassés natures ou aux fruits.

1-2-2- La teneur en matiére grasse

D’aprés FAO/OMS, (2000) On distingue trois types de yaourt :
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v Yaourt entier : Ce yaourt est a base de lait entier. 1l contient 3% de matiére grasse au
minimum.

v' Yaourt partiellement écrémé: C'est un produit qui renferme moins de 3% (en poids)
de matiere grasse.

v Yaourt écrémé (maigre): Le produit contient au maximum 0.5% (en poids) de matiere
grasse.

1 -3- Composition du yaourt

Au cours de la fermentation, la composition du lait subit un certain nombre de modifications.
Certaines de ces modifications en font un produit de meilleure valeur nutritionnelle que le lait
(tableau 01).

Tableau 01 : Teneur moyenne pour 100 gramme de produit (Romain et al, 2008).

Teneur moyenne pour 100 gramme de produit Valeur
énergétique
Protéine Lipide Glucide | Calcium Sodium Potassium Phosphore KJ
(9) (9) (9) (mg) (mg) (mg) (mg)

Yaourt 4,15 1,2 5,2 174 57 210 114 201
nature
Yaourt au 3,8 3,5 53 171 56 206 112 284
lait entier
Yaourt 4.2 Trace 54 164 55 180 100 163
nature 0%
MG
Yaourt 4,3 1,8 5,2 165
brassé 40 205 115 230
nature
Yaourt 5,4 1,5 6,2 185 45 180 100 213
maigre

1 -4- Bactéries lactiques du yaourt

Ce sont des bactéries lactiques homofermentaires, micro-aérophiles et thermophiles dont la
température optimale de développement se situe entre 37 et 46 °C pour les Streptococcus
thermophilus et entre 42 et 50 °C pour Lactobacillus bulgaricus. lls conférent un caractére
plus ou moins filant au produit par production d’exopolysaccharides en quantité variable
selon les souches, la composition du mélange et les paramétres (durée, température) de
fermentation, en dehors de leur impact sur le produit final (amélioration de la texture et
réduction de la synérése) (Romain et al, 2008).

1 -4-1- Streptococcus salivarius subsp. thermophilus

La souche bactérienne (Str.thermophilus) est Gram(+), de forme sphérique, thermorésistante,
anaérobie facultative, sous formes de coques disposées en chaine de longueur variable ou en
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paires. Son role principal est la fermentation du lactose en acide lactique. Sa température de
croissance varie entre 40 et 50°C, elle augmente la viscosité du lait par production de
polysaccharides (Batt et Tortorello, 2014).

Elle est & catalase(-), non mobile, ne forme pas des spores et homofermentaire. Elle est
responsable de la texture dans les laits fermentés (Tannock, 2005).

1 -4-2- Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

La souche bactérienne Lb. bulgaricus est homofermentaire et immobile. Elle est isolée
sous forme de batonnet ou de chainettes thermophile, exigeante en calcium et en magnésium
et elle possede un métabolisme strictement fermentaire avec production d’acide lactique.
Elle joue un r6le essentiel dans le développement des qualités organoleptiques et hygiéniques
du yaourt (Yildiz, 2010).

Cette souche est Gram(+), ne forme pas de pores, de catalase(-) et micro-aérophile. Sa
température optimale de croissance est d’environ 45 °C (Batt et Tortorello, 2014).

1-4-3- Classification

La classification des especes est présentée dans le tableau 2

Tableau 02 : Classification des bactéries lactiques du yaourt (\Vos et al, 2011).

Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus

Régne: Bacteria

Division: Firmicutes

Classe: Bacilli

Ordre: Lactobacillales

Famille: Lactobacillaceae
Genre: Lactobacillus

Espéce: Lactobacillus bulgaricus

Sous-espéce: Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus

Streptococcus salivarius subsp.
thermophillus

Régne: Bacteria

Division: Firmicutes

Classe: Bacilli

Ordre: Lactobacillales

Famille: Streptococcaceae

Genre: Streptococcus

Espece: Streptococcus thermophillus

Sous-espéce: Streptococcus salivarius
subsp. thermophillus
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1-5- Intéréts et fonctions des bactéries du yaourt

Les deux bactéries associées dans la température du yaourt ont pour role principal
d’abaisser le pH du lait au point isoélectrique de la caséine (pHi 4,6) de facon a former un gel.
Outre le gout acidulé qu’elles donnent au gel, elles lui assurent une saveur caractéristique due
a la production de composés aromatique (acétaldéhyde) et par la production de
polysaccharides qui assurent une consistance du gel.

Le tableau 3 illustre les principaux intéréts et fonctions des bactéries lactiques dans le yaourt.

Tableau 03 : Aptitudes technologiques des bactéries lactiques du yaourt.

Intéréts Réles Références
Production d’acide v"Inhibe des microorganismes
lactique indésirables (Yildiz, 2010)

v’ Coagulation des protéines
(formation du gel)
v Lb.bulgaricus hydrolyse les

caséines en polypeptides par (Yildiz, 2010)
Activité protéolytique I’action des protéases
v’ Str.thermophilus dégrade les
polypeptides par son activité (FAO, 1995)

exopeptidasique en AA libres

v Production d’acétaldéhyde et
Activité aromatique diacétyle (gout délicat, saveur (Yildiz, 2010)

typique)
v" Production des EPS filaires
Activité texturant (augmente la viscosité, texture (Yildiz, 2010)
lisse et crémeuse et synérése
faible)

1 -6- Comportement associatif des deux bactéries lactiques

Lors de la production de yaourt, I'utilisation combinée de Str.thermophilus et Lb.
bulgaricus permet de valoriser I’interaction indirecte positive existant entre ces deux
espéeces. Cette interaction, appelée proto-coopération, est bénéfique et se traduit par divers
phénomeénes (Corrieu et Luquet, 2008).

Les différents changements métaboliques sont indiqués dans le tableau 4.
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Tableau 04: Interactions métaboliques entre Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus et
Streptococcus thermophilus en culture mixte dans le lait (Corrieu et Luquet, 2008).

Str.thermophilus

Lb.bulgaricus

Str.thermophilus

Lb.bulgaricus

Str.thermophilus

Lb.bulgaricus

Mécanisme et | Synthese Production de Production | Acide Acide
facteur d’acide lactique | peptides et de CO2 par | formique pyruvique
d’interaction | a partir du d’acides aminés activité Acide folique

lactose sous I’action de urease

protéinase PrtB

Inhibition de la | Activation de la Synthese Synthese Non
Roéle de croissance croissance de I’acide | des bases caracterisé
I’interaction aspartique | puriques
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I-1- Objectif du travalil
L’objectif principal de notre étude est :

v Suivi les parameétres physicochimiques et la cinétique de croissance aux différents
rapports des ferments lactiques (Streptococcus / Lactobacillus), afin d’optimiser le rapport
optimal de coagulation du yaourt.

I-2- Lieu et période de travail

Notre étude a été effectuée au niveau du laboratoire de microbiologie du département des
Sciences de la Nature et de la Vie, faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de
I’Université Ibn Khaldoun, Tiaret du 10 Février jusqu’au 28 Avril 2019.

1-3- Matériels et méthodes
1-3-1- Matériels

Les tableaux 5, 6 et 7 montrent le matériel utilisé dans notre expérimentation.

Tableau 5 : Appareillages et verreries utilisés.

= Agitateur magnétique (STUART) = Béchers » Anse de platine
= Autoclave = Burettes graduées = Bac de coloration
= Balance électrique(SARTORIUS) = Boites de pétri » Bains- marie
= Etuve(MEMMERT) = Cloches de durham | = Micropipette
= Four pasteur(MEMMERT) = Eprouvettes = Pince en bois et en
= Microscope optique(OPTIKA) » Fioles jaugées métal
= Spectrophotomeétre (UV-1600 PC = Flacons en verre = Portoir
SPECTROPHOTOMZ2TRE) = Lames = Spatule
= Vortex = Pipettes graduées = Bec bunsen
=  pH-metre » Pipettes pasteur
(HI12211pH/ORPMetre ,HANNA) » Tubes a essai
= Réfrigérateur(IRIS) = Dessiccateur
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Tableau 6 : Réactifs chimiques et solutions

> Alcool (96 %)

» Fuchsine Coloration de gram

> Lugol

> Violet de gentiane

» Carbonate de calcium (CaCQOs) Préparation du milieu MRS (abaissement de
pH)

> Eau distillée Préparation des dilutions

» Eau physiologique

> Phénolphtaléine Acidité titrable

» NaOH (1/9N)

> HCI Abaissement du pH

» Solution tampons de pH=7 et pH=4 | Analyse du pH

Tableau 7 : Milieux de cultures

Lactobacillus bulgaricus Gélose et bouillon MRS

Streptococcus thermophilus Gélose et bouillon M17

I-3-2- Matieres premieres
I-3-2-1- Lait utilisé

e Lait entier en poudre (Candia 26% de matiére grasse et de 24,5% de protéines), ce lait
a été utilisé pour la fabrication de lait reconstitué (Annexe 3).

1-3-2-2- Matériels biologiques

e Les ferments lactiques :

Les ferments utilisés dans notre expérimentation sont : des souches lyophilisées mixtes
(bactéries lactiques Streptococcus et Lactobacillus) YC-X16 fournies par GIPLAIT de
Tiaret et des bactéries lactiques isolées a partir de yaourt nature (Annexe 3).

I-4- Méthodes
I-4-1- protocole expérimental

Les principales étapes de notre protocole expérimental sont indiquées dans la figure 1.
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-
Souches lyophilisées/ M |dentification Lactobacillus
yaourt : ) bulqaricus =
nature(Soummamy - 7 bulgaricus
Coloration de gram y
L 2
-
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purification des - W L>
; thermophilus
deux bactéries . Type fermentaire /

Standardisation McFarland (0,5) a 625 nm

Lb.bulgaricus : 20% Lb.bulgaricus : 50% b.bulgaricus : 80%
Str.thermophilus :809 Str. thermophllus :50% Str.thermophilus :209%
v Y
- 200
‘UE) /fb.bulgarlcus :30% b.bulgaricus : 70% *UE)
) | ©
£ . ilus :709 . £
s Str.thermophilus 70} Str.thermophilus :30% 5
g Chaque souche est i
incubée dans lait écrémé a
/G.bulgaricus 1 40% 45°C /24 H b.bulgaricus : 60%
% Str.thermophilus :tw / Str.thermophilus :409¢
‘ v
Lait Pasteurisation a Refroidissem Inoculation a Conditionne
- . X Etuvage a Refroidissem
reconstitué =@ 92°C/5 min ent & 45°C 1% en ment dans
(150 g/L) ferments > les pots P sscci2azh PP entadsc
o Cinétique de coagulation aux différents rapports des § I
ferments LB/ Str (chaque 30 min)

Analyses physicochimiques et microbiologiques : Yaourt
= pH Ferme
= Acidité titrable

= Godt = Dénombrement sur boite
= Odeur ﬁ“"
=  Texture
= Couleur
Analyses sensorielles

Figure 1 : Les principales étapes du protocole expérimental.
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I-4-1-1- Isolement et identification des bactéries lactiques
e Isolement des bactéries lactiques a partir du yaourt

Une quantité de 1 g de yaourt a été mélangée a 9 ml d’eau physiologique. Apres
homogénéisation, une série de dilutions de 1/10 a été préparée a partir de cette solution
mére, en utilisant I’eau physiologique jusqu’a 10®°.Un volume de 1 ml de chaque dilution
a été ensemencée sur gélose MRS modifié par I’ajout de carbonate de calcium (CaCOs3) a
un pH=5,4 pour les Lactobacilles et gélose M17 pour les Streptocoques a raison de deux
boites par dilution, qui seront par la suite incubées en anaérobiose a 45°C pendant 24h a
72h.

Les Lactobacilles sont généralement des microaérophiles qui ont été mise dans des boites de
pétri dans un dessiccateur.

> lsolement des bactéries lactiques a partir des souches lyophilisées

Une quantité de 0,06 g des souches a été ajouté dans des tubes a essai stérile contenant
bouillon M17 pour les Streptocoques et bouillon MRS modifie (pH=5,4) pour les
Lactobacilles. Ces tubes ont été incubés a 45°C pendant 24 ha 72 h.

1-4-1-2- Purification

La purification des souches isolées a partir du yaourt a été réalisée par repiquage solide-
liquide successifs sur bouillon MRS et M17. A partir des boites incubées une colonie bien
distincte a été prélevée aseptiqguement et mise dans des tubes contenant le milieu spécifique
pour chaque souche. L’incubation est réalisée a 45°C pendant 72 h.

La purification des bactéries lactiques isolée a partir des souches lyophilisées mixtes par
repiquage liquide-solide, des boites de pétri contenant de la gelose MRS modifie et M17 sont
ensemencées en strie par des souches prélevées a partir des tubes incubées. L’incubation des
boites a éte faite a 45°C pendant 24 h. Une colonie bien distincte a été prélevée aseptiquement
et mise dans le bouillon MRS modifié et M17 et incubée a 45°C pendant 24 h a 72 h.
Plusieurs repiquages ont été réalisés pour obtenir des souches pures. La pureté des souches est
révélée par la présence des colonies homogene sur gélose, ayant le méme aspect, la méme
taille et la méme forme. Les étapes de I’isolement, purification sont présentés dans la figure 2.

9
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Figure 2 : Isolement, purification et identification des souches lactiques du yaourt.
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La coloration de gram a été faite pour confirmer la pureté des souches.
I-4-1-3- Conservation de la souche

La souche ainsi purifié doit étre conservée et selon la durée de conservation on applique
deux techniques :
e Conservation a courte durée
La souche est conservée dans le milieu MRS solide incliné dans des tubes a essai, aprés
ensemencement et incubation dans des conditions optimal de 45°C pendant 24 a72 h. Elle
conservée au réfrigérateur a 4°C pendant 3 a 4 semaines.

L’identification a été établie en se basant sur des caractéres morphologiques et divers
caractéres biochimiques.

I-4-1-4- Identification des souches Lactobacilles et Streptocoques
I-4-1-4- 1-Tests phénotypiques

a) Examen macroscopique
Afin de déterminer les caractéres culturaux des bactéries, ces derniers doivent étre
cultivées sur milieu gélosé solide en boite de pétri et dans un milieu liquide en tube.
Permet de décrire les cultures bactériennes sur milieu liquide : on reléve la turbidité,
trouble, formation d’une pellicule, sédiment sur des tubes.
Sur milieu solide : on reléve la taille, la forme des colonies, couleur, élévation de la
colonie, surface, consistance, pigmentation (Dellaras, 2014).

b) Examen microscopique
L’observation des bactéries a I’aide d’un microscope pour déterminer la forme générale et
particuliére, le mode de regroupement et le Gram (Annexe 2).

1-4-1-4- 2-Tests clés

a) Test de catalase
Chez les bactéries douées d’un métabolisme oxydatif, le systéme respiratoire compte parmi
d’autres enzymes une catalase. Celle-ci décompose I’eau oxygénée selon la réaction
suivante :

A
H,O, + Catalase >» % H,O0+0,

ﬁ
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La méthode de recherche de la catalase consiste a étalé une colonie sur une lame de verre sur
laquelle on ajout une goutte du H,O,. La présence de I’enzyme se manifeste par un
dégagement de bulle de gaz (Tang, 2018).
b) Type fermentaire

Ce test a été effectuée par I’ensemencement des souches Lactobacillus et Streptococcus
dans le bouillon MRS et M17 contenant de la cloche de Durham et incubation a 37°C pendant
24 h a 48 h. Le développement d’une bactérie hétérofermentaire se manifeste par I’apparition
de gaz dans la cloche de Durham, qu’est absenté chez les bactéries homofermentaires
(Dellaras, 2007).

I-4-1-4-3- Standardisation du nombre des bactéries lactiques utilisées

Les souches lactiques représentatives des groupes d’espéces les plus fréquentes au cours de
la fabrication du yaourt en se basant sur leur forte de croissance. La mesure de leur biomasse
est réalisée de la maniére suivante : la croissance bactérienne est estimée par la mesure de
I’absorbance a 625 nm (Corrieu, 2008). Apres une incubation de 24 h a 45°C sur milieu M17
et MRS modifie, les souches sont décongelées et pré-cultuvés deux fois successivement dans
leur milieu spécifique pour chaque bactéries M17 et MRS modifie liquide (24 h a 45°C). La
pureté est vérifiée par repiquage sur gélose M17 et MRS (48 h a 45°C).

A partir de cette solution mére, une gamme de dilution de 1/10 & 1/1000 est effectuée avec
le diluant I’eau distillée stérile. Les dilutions sont effectuées afin obtenir une densité optique a
625 nm comprise entre 0,08 & 0,13 qui correspond une charge microbienne (1,5 x10°).

La standardisation des deux bactéries lactiques a été montrée dans la figure 3.

ﬁ
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Souches lyophilisées

Lactobacillus Streptococcus
bulgaricus thermophilus
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| |
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MRS M17
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|
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+ +
MRS M17
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Eau distillée Eau distillée

I

Standardisation (McFarland 0,5) en utilisant un spectrophotomeétre a une
longueur d’onde 625nm.

g
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g

Préparation du levain lactique aux différentes proportions

Figure 3 : Standardisation des bactéries lactiques.
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I-5- Fabrication du yaourt

Le procédé de fabrication du yaourt aux différents rapports comprend les étapes
suivantes :

I-5-1- Préparation du levain lactique

Le levain est préparé par I’inoculation des ferments dans du lait écrémé, puis incubé a
45°C pendant 24 h et ce aprés vérification de la pureté et standardisation des deux souches
bactériennes (Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophillus).

Les tableaux (8 et 9) représentent les valeurs de la préparation du levain lactique aux
différents concentrations des bactéries lactiques de type Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus bulgaricus.

Tableau 8 : Préparation des levains lactiques (Lacobacillus majoritaire).

Proportions 20% / 80% 30% / 70% 40% / 60% 50% / 50%
Str Lb Str Lb Str Lb Str Lb
Ferments
(ml) 0,4 1,6 0,6 1,4 0,8 1,2 1 1
Lait écrémé
(ml) 9,6 8,4 9,4 8,6 9,2 8,8 9 9

Tableau 9 : Préparation des levains lactiques ( Streptococcus majoritaire).

Proportions 80% / 20% 70% / 30% 60% / 40% 50% / 50%
Str Lb Str Lb Str Lb Str Lb
ferments
(ml) 1,6 0,4 1,4 0,6 1,2 0,8 1 1
Lait écrémé
(ml) 8,4 9,6 8,6 9,4 8,8 9,2 9 9
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I-5-2- Préparation de lait reconstitué

La teneur en matiére séche, protéines et matiére grasse, conditionne les caractéristiques
organoleptiques du yaourt. Parmi lesquelles, on peut citer, la consistance, la viscosité, la
texture et les ardbmes. A cet effet, il été important de déterminer la concentration optimale en
matiére séche du lait nécessaire pour obtenir un yaourt de bonne qualité organoleptique. Pour
cela, nous avons préparé du lait reconstitué aux différentes concentrations en matiére séche
(130, 140 et 1509/1).

11-5-3- La pasteurisation du lait
La pasteurisation du lait a été effectuée a 92°C pendant 5 min dans un bain-marie.
I-5-4- Refroidissement

Le refroidissement du lait jusqu’a 45 °C, a été réalisé dans un bain-marie régulé a cette
méme température.

I-5-5- L’ensemencement du lait en ferments

= Aprés pasteurisation et refroidissement, dans des conditions aseptique le lait
reconstitue préparé a partir de différentes concentration (130/140/150 g /L) de lait
entier en poudre est ensemencé a I’laide du rapport (50% / 50%) d’un levain de
Lactobacillus et Streptococcus.

= Ensuite, on a préparé le lait reconstitué a partir de la concentration (150g/l) et
transvasé dans un bécher stérile (480 ml). Puis, le lait a été ensemencé avec les levains
lactiques de types Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus préparés
précédemment aux différentes proportions (Lbgo/Stra Lb7o/Stras, Lbso/Strao) et apres
modification des proportions avec une augmentation de la concentration de la souche
Streptococcus thermophilus (Strgo/Lbag, Strzo/Lbso, Streo/Lbs) comme il a été noté
dans les tableaux (8 et 9).

I-5-6- Conditionnement en pots
Le lait ainsi inoculé est mis dans des pots.
I-5-7- Etuvage et conservation

L’étuvage des pots a été faite dans un bain-marie chauffé entre 45 et 50°C pendant 2 a 3
heures, suivi d’une conservation dans un réfrigérateur a 4°C.

ﬁ
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I-6- Analyses physicochimiques et microbiologiques

Pour suivre la maturation du yaourt durant I’étuvage, des mesures du pH, de I’acidité et le
dénombrement bactérien, ont été effectués chaque 30 min pendant 3 heures.

1-6-1- pH

Le pH donne une indication de I’acidité d’une substance, il est déterminé a partir de la
quantité d’ions H* contenue dans I’échantillon. Le résultat d’une mesure de pH est défini par
la quantité d’ions H" et OH" présent dans I’eau.

I-6-1-1- Principe

Le pH est mesuré a I’aide d’un pH-métre. Les ions H" et OH™ vont créer de léger charge
négative et positive de part et d’autre de I’électrode est reliée au pH-metre. Le potentiel des
charges calculé par ce dernier permet de déterminer la quantité d’ions dans I’échantillon
(Carole, 2002).

I-6-1-2- Le mode opératoire

L’électrode du pH-métre (préalablement étalonné a I’aide de deux solutions tampons de pH
égale 4 et 7 respectivement) est rincée avec I’eau distillée puis plongée dans I’échantillon a
analyser. La valeur de pH de I’échantillon est obtenue directement par simple lecture.

I-6-2- Acidité titrable
1-6-2-1- Principe

Le dosage de I’acidité par titrage est I’'une des mesures analytiques les plus courantes en
technologie laitiers. C’est une méthode officielle de (AOAC, 947.05). La méthode de
dosage de I’acidité par titrage permet de quantifier la teneur totale de I’acide lactique
présent dans le yaourt (Danielle, 2009).

I-6-2-2- Mode opératoire

= Mettre 10 ml du yaourt dans un bécher et ajouter 3 gouttes de phénolphtaléine ;

= Mettre sur un agitateur magnétique ;

=  Remplir la burette graduée par la soude NaOH (1/9 N) et verser goutte a goutte dans le
yaourt ;

= Déclencher une agitation, attendre jusqu’a I’apparition d’une coloration rose pale ;

= Lire le volume du NaOH titré.

I-6-2-3- Expression des resultats

Le degré dornic (°D) est défini comme le volume (1/10) de NaOH (0,11 N) utilisé pour titrer
10 ml de yaourt en présence de la phénolphtaléine. Ainsi 1° D = 0,1 g/l d’acide lactique.
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V : volume de NaOH versé.
1-6-3- Dénombrement des bactéries lactiques du yaourt
I-6-3-1- Echantillonnages

D’apres le suivi de temps de coagulation du yaourt qu’a été effectué, notre échantillonnage
est basé sur le prélevement du yaourt aux différents niveaux de production (chaque 30 min
durant I’étuvage pendant 3 h).

Le prélevement doit se faire toujours de maniéres stérile avant et apres prélevement afin
d’éviter la contamination.

1-6-3-2- Dénombrement des bactéries lactiques
1-6-3-2-1- Mode opératoire

Afin de dénombrer les deux bactéries de type Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus
thermophilus dans le yaourt, on retire un pot du yaourt de chaque rapport est prélevé un
volume de 1 ml de chaque échantillon du yaourt ajouter a 9 ml d’eau distillée ; puis
I’ensemble est homogénéise durant 2 min a la vitesse normale dans le vortex. Une série de
dilution décimales jusqu’au 10 est réalisé & partir de la solution mére. Puis, prélevé un
volume de 0,01 ml de suspension microbienne est le déposer stérilement a la surface du
milieu MRS (pH =5,4), en dénombre seulement les boites contenant 3 a 60 colonies. Chaque
dilution décimale est le déposer en 4 fois a raison de 6 boites pour chaque proportion des
bactéries lactiques ( Bulard, 2012).

1-6-3-2-2- Mode de calcul

D’apreés Joffin et Leyral, (2006), les résultats sont exprimés selon la relation suivante :

>C
(n]_ +0,1 n2) d

N -

N : Nombre total des cellules comptés dans les boites de pétrie (UFC/m).
C : Nombre des colonies dans la boite de petri .

Ny : nombre des boites compté a la dilution la plus faible.

N, : nombre des boites compté a la dilution la plus élevée.

d : valeur correspondant a la dilution a partir de laquelle les premiers dénombrements ont été
retenus.

9
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I-7- Analyses sensorielles

L’ analyse sensorielle est la science développée pour permettre la mesure des propriétés
sensorielles des aliments, qui vont évaluer le produit. Elle est permet par exemple d’évaluer
I’effet d’un ingrédient du procédé de fabrication ou des conditions de conservation sur les
propriétés sensorielles du produit (Bauer et al, 2010).

Les qualités organoleptiques évaluées concernant le godt, la texture, I’ardbme et aspect,
I’aspect visuel qui consiste & examiner la surface des yaourts, texture, granulosité, couleur et
I’aspect gustatif permettre a évaluer la saveur.

Tableau 10 : Appréciations de certaines propriétés organoleptiques du yaourt (Bauer et al,
2010).

Appréciation Caracteres évaluées

Couleur Jaunatre

Blanchatre

Ferme

Texture Granulée

Lisse

Bon

Moyen

Godt Acide

Amer

Sucré

Odeur Lait

Yaourt nature

L’ben
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CHAPITRE II RESULTATS ET DISCUSSION

11-1- Résultats et discussion
11-1-1- Identification des bactéries
11-1-1- 1- Caractérisation macroscopique

Sur milieux M17 et MRS liquides : I’observation macroscopique du développement
des deux genres montre un trouble dans le tube d0 au caractere microaérophile (photos A,
B).

Sur milieux M17 solides : I’apparition de petites colonies, bien isolées, de couleur
blanchétre, de surface lisse, avec une forme lenticulaire, et a contour régulier photo C.

Sur milieux MRS solides : les souches isolées produisent sur milieux MRS modifié

solide a pH 5.0 apres 48/72 h d’incubation & 45°C en anaérobiose, des petites colonies de
forme ronde, de couleur blanche a créme avec une surface lisse Photo D.

Les résultats obtenus sont conformes a ceux décrits par Lapointe-Vignola (2002).
11-1-1- 2- Caractérisation microscopique

Apres coloration de Gram, les observations microscopiques révelent que toutes les
bactéries retiennent la couleur violette, donc elles sont Gram (+). Ces observations
microscopiques ont permis aussi de déterminer la forme et le mode de regroupement :

Des coques disposées en paires et surtout en chaines : Str.salivarius subsp. thermophilus
photoE.

Des batonnets courts isolées ou en chainettes : Lb.delbrueckii subsp. bulgaricus photo F.

Les mémes résultats sont décrits par Badis et al (2005).

m
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A

Figure 4: Aspect macroscopique des bactéries lactiques dans un milieu liquide (Bouillon)
photo A: Aspect macroscopique de Str.thermophilus (trouble) sur M17 aprés 24h
d’incubation a a 45°C.

photo B : Aspect macroscopique de Lb. bulgaricus (trouble) sur MRS apres 24h
d’incubation a 45°C.

Figure 5: Aspect macroscopique des colonies sur un milieu solide (Gélose)

Photo C : Aspect des colonies de Str. thermophilus sur M17 solide apres 24h d’incubation
a45°C.

Photo D :Aspect des colonies de Lb.bulgaricus sur MRS solide aprés 24h d’incubation en
anaérobiose a 45°C.
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Figure 6: Aspect microscopique des bactéries lactiques
Photo E: Aspect microscopique de Str. thermophilus aprés coloration de Gram (100X).

Photo F : Aspect microscopique de Lb.bulgaricus apres coloration (100X).

11-1-1-3-Tests biochimiques
» Test de catalase

Le test de catalase pour les deux souches révelent une réaction négative (absence de
bulles de gaz) donc les souches bactériennes utilisées sont toutes les deux de catalase (-).

» Type fermentaire

Pour le test de type fermentaire, on note I’inexistence de bulles de gaz au fond des
cloches, qui signifie que les souches utilisent la voie homofermentaire dans leurs
meétabolismes.

Nos résultats sont comparables a ceux obtenus par Guessas et kihal (2004).
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11-2- Analyses physicochimiques

Les valeurs de la variation du pH et de I’acidité titrable en fonction du temps durant
I’étuvage du yaourt sont indiquées dans les tableaux 13 et 14 (Annexe 7).

11-2-1- pH

La figure 7 montre I’évolution du pH du yaourt aux différents rapports Str/Lb du levain
lactique. On Constate que la variation du pH en fonction du temps évolue de la méme maniére
quelle que soit le rapport Str/ Lb, il est au minimum 3,94 et au maximum 4,82. Ce qui nous
permet de dire qu’il n’y a aucun effet de ce rapport sur le pH.

——50% /50%
—8—60%/ 40%
pH —4—T70% / 30%
° ——80% / 20%
2 ——40% / 60%
30% / 70%
! —0—20% / 80%
0
0 50 100 150 200

Temps (min)

Figure 7 : Evolution du pH du yaourt aux différents rapports Str/Lb du levain lactique.
11-2-2- Acidite titrable (°D)

La figure 8 indique I’évolution de la variation de I’acidité (°D) du yaourt au cours de
I’étuvage en fonction du temps de coagulation. Les courbes montrent que le rapport Str
(60%) /Lb (40%) donne un yaourt répondant aux normes de bonne qualité (soit une acidité >
70°D) (Dudez et al,2017).
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Figure 8 : Evolution de I’acidité titrable du yaourt aux différents rapports des souches
lactiques.

1-2-3- Dénombrement des bactéries

Le tableau 11 montre I’évolution de la variation du nombre des ferments lactiques présents
dans le yaourt au cours de I’étuvage en fonction du temps de coagulation.

Tableau 11 : Evolution du nombre des bactéries lactiques dans le yaourt aux différentes
proportions des souches lactiques.

Nombre des bactéries(log N)

Temps de couagulation (min)
Rapports 0 30 60 90 120 150 180
Str/Lb
20% /80% 4,99 5,69 6,80 5,96 4,72 4,56 /
30% /70% 5,53 6,81 6,71 5,80 4,78 4,50 /
40% /60% 4,51 6,57 4,57 4,9 4,67 5,89 5,13
50% /50% 4,77 4,84 4,85 4,89 4,98 6,56 4,88
60%/40% 4,53 4,63 4,77 5,79 5,00 4,74 4,70
70% /30% 5,55 4,85 4,96 5,15 4,97 6,29 5,02
80% /20% 5,83 5,8 5,87 5,87 4,92 5,59 4,63
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D’apres les valeurs de la variation du log(N) des bactéries lactiques indiquées dans le tableau
on remarque:

> Au début les valeurs du log(N) des ferments sont pratiqguement constants, elles varient
entre 451 et 5,83, ceci est probablement di aux erreurs de comptage (ou
probablement de pré-culture).

> Aux rapports ou les Lactobacillus sont majoritaires (Lb7go/Strage, et Lbgog/Strage), il y
a disparition des ferments au temps Ts (2h30 min), indiquant des conditions
défavorables au développement des bactéries lactiques.

> Aux rapports ou les Streptococcus sont majoritaires (Lbsgo/Str7oe et Lbagos/Strsos), il
n’y pas eu de disparition des ferments au temps Ts (2h30 min), indiquant des
conditions favorables au développement des bactéries lactiques.

» Quant aux rapports (Lbsgos/Strsos) et (Lbagw/Streess) la variation de leurs valeurs du
log(N) sont restées pratiqguement les mémes lors de la période de I’étuvage, qui a duré
3 heures. Ces deux rapports donnent un yaourt répondant aux normes du pH et de
I’acidité titrable (°D).

11-2-4- Analyses sensorielles
Les résultats de I’évaluation sensorielle du yaourt sont rassemblés dans le tableau 12.

A partir du test descriptif présenté aux différents membres du jury dégustateurs, nous avons
constaté d’une maniere générale que la plupart d’entre eux ont indiqué que tous les
échantillons du yaourt ont une couleur blanchétre, une texture plus ou moins ferme avec une
odeur du yaourt nature pour certains et pour d’autres il y a présence d’une odeur de L’ben,
mais I’acidité reste légérement différente d’un rapport a un autre.

Dans le tableau 12, on peut constater que I’évaluation par le jury des propriétés
organoleptiques des différents yaourts obtenus, a révélé :

» Aux rapports ou les Lactobacillus sont majoritaires, la présence d’ardme de I’ben
caractéristique de la production des composés aromatiques par I’action métabolique
des bactéries Lactobacillus bulgaricus et une acidité trop élevée liée a I’activité des
bactéries lactiques qui auraient produit de I’acide lactique.

> Aux rapports ou les Streptococcus sont majoritaires et surtout le rapport Stregog/Lbagos,
le yaourt présente une couleur blanchatre, une texture lisse, plus ferme, une acidité
moyenne et une odeur d’un yaourt nature.

La représentation graphiques du pH, de I’acidité et I’appréciation de certaines propriétés
organoleptiques des membres de dégustation confirment que le yaourt du rapport Strsge/
Lbgos, €t Strspe/ Lbsgy, — répondent aux normes de qualités physicochimiques et
organoleptiques du yaourt.

2

)
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Tableau 12 : Propriétés organoleptiques du yaourt au rapport différent.

Caractéristiques

Rapports
Str/ Lb Couleur Texture Gout Odeur
100% blanchatre | 10% granulée | 80% acide 0% lait
20% / 80% 0% Jaunatre 0% ferme 0% amer 40% L’ben
90% lisse 10% bon 60% yaourt
10% moyen nature
0% sucré
100% blanchatre | 10% granulée | 80% acide 0% lait
30%/ 70% 0% Jaunatre 0%  ferme 0% amer 30% L’ben
90% lisse 10% bon 70% yaourt
10% moyen nature
0% sucré
100% blanchatre | 0% granulée 50% acide 0% lait
40%/ 60% 0% Jaunatre 0% ferme 0% amer 20% L’ben
100% lisse 20% bon 80% Yaourt
30% moyen nature
0% sucré
100% blanchatre | 0% granulée 20% acide 0% lait
50% /50% 0% Jaunatre 80% ferme 0% amer 0% L’ben
20% lisse 20% bon 100% Yaourt
80% moyen nature
0% sucré
100% blanchatre | 0% granulée 10% acide 0% lait
60% / 40% 0% Jaunatre 90% ferme 0% amer 0% L’ben
100% lisse 80% bon 100% Yaourt
10% moyen nature
0% sucré
100% blanchatre | 10% granulée 60% acide 0% lait
0% Jaunatre 80% ferme 0% amer 0% L’ben
70% / 30% 90% lisse 20% bon 100% Yaourt
10% moyen nature
10% sucré
100% blanchatre | 10% granulée 80% acide 0% lait
0% Jaunatre 10% ferme 0% amer 0% L’ben
80% / 20% 80% lisse 10% bon 100% Yaourt
10% moyen nature
0% sucré







CONCLUSION

Le yaourt apparait comme un produit laitier trés digeste qui posséde une valeur
nutritionnelle et que est apprécié par le consommateur pour son go(t et sa texture.

Ce travail a pour but d’étudier la cinétique de croissance des bactéries lactiques
(ferments lyophilisés) du yaourt ferme aux déférents rapports (Streptococcus/ Lactobacillus).
Des analyses physico-chimiques et microbiologiques (pH, acidité Dornic, dénombrement sur
boite) ont été effectuées au cours de I’étuvage, suivi d’une évaluation sensorielle par un jury
de dégustation sur les qualités organoleptiques (couleur, goQt, texture et odeur).

Les résultats obtenus, montrent que :

- Le pH diminue au cours de la fermentation, alors que I’acidité titrable augmente
progressivement pour I’ensemble des proportions (Str/Lb) utilisés. La production de
I’acide lactique en grande quantité présente un effet inhibiteur sur la croissance de la
flore lactique particulierement Lactobacillus bulgaricus.

- Le taux de croissance ou les Lactobacillus sont majoritaires est plus important que
celui des Streptococcus.

- L’ensemble des résultats de I’évaluation de la qualité organoleptique du yaourt ont
révélé que le rapport Strgoe/Lbagss donne un yaourt de bonne qualité avec un temps de
coagulation réduit.

Les résultats physicochimiques, microbiologiques et I’évaluation sensorielle, nous permettent
de dire que le yaourt obtenu au rapport (Str 60%/Lb 40%) est de bonne qualité.

En perspective, nous recommandons d’effectuer des analyses sensorielles plus approfondies et
d’utiliser un jury de dégustation professionnel.

ﬂ
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Annexes

Annexe 1 : Composition des milieux de culture

+ Milieu M17

Acide ascorbique

Eau distillée

Extrait de levure

Extrait de viande

Lactose

MgSo4

Peptone de caséine
Peptone papaine de soja
Peptone persique de viande
B-glycérophosphate

pH =6,2

+ Milieu MRS

Acétate de sodium
Citrate de sodium
Eau distillée
Cystéine-HCL
Extrait de levure
Extrait de viande
Glucose

KH,PO,4

MgSQO4

MnSO4

Peptone

0,59
1000ml
2,59
59

59
0,25¢
109

59
2,59

199

59

29
1000ml
0,59

59

109
20g

29
0,25¢
0,05¢

109

pH= 6,2 et diminue avec HCI pure (96%) a pH=5

CaCOs (1g/L)
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Tous les milieux sont stérilisés par un autoclavage a 120°C pendant 20min.

4+ Lait écrémé

Eau distillée 100ml

Lait écrémé 10g

Préparation du lait écrémé

7/
°

0

7/
°

DS

X3

S

10 g de lait écrémé en poudre mélangée avec 100 ml d’eau distillée ;
» Homogénéisation ;

Verser dans des tube stériles ;

» Stérilisation a 110°C pendant 10 min ;

Refroidir et ensuite inoculée par les bactéries lactiques standardisées.

Annexe 2 : Coloration de Gram

La coloration de gram a été effectuée par la méthode suivante :

Sur une lame, fixer a la chaleur une culture bactérienne.

>

Recouvrir la lame avec la solution de violet de gentiane pendant une

Minute.

>
>
>
>
>

Ajouter du lugol pendant une minute.

Décolorer avec de I’alcool a 30 min, puis rincer a I’eau distillée .
Colorer avec la fuchsine et laisser agir a une minute.

Laver a I’eau distillée.

Apres séchage, soumettre & une observation microscopique & immersion

(Gx100).
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Annexe3

Figure 9 : Matieres premieres utilisées

Annexe4

Figure 10 : Les levains lactiques aux différents rapports
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Annexe 5

Figure 11 : Le yaourt aux différents rapports
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Annexe 6

Figure 12 : Techniques d’analyses physicochimiques et microbiologiques

Annexe 7

Tableau 13 : Parametres physicochimiques du yaourt (Streptococcus majoritaire).

Rapport Streo/Lba4o Strzo/ Lbso Strgo/ Lbao Strso/ Lbso

W pH °D pH °D pH °D pH °D
temps

T1 6,23 35 6,37 35 6,38 25 6,17 30

T, 6,03 38 6,12 41 6,28 30 59 39

T3 5,83 40 5,75 49 6,12 36 5,62 42

Ta 5,56 48 5,11 52 6,09 42 5,17 54

Ts 5,20 62 4,18 90 5,5 50 4,6 75

Ts 4,5 79 3,94 110 4,82 55 41 93
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Tableau 13: Parameétres physicochimiques du yaourt (Lactobacillus majoritaire).

Rapport Lbeo/Strao Lb7o/Strso Lbgo/Stryo
W pH °D | pH °D pH °D
temps
T1 6,01 |34 6,03 33 6,04 |40
T, 561 |42 5,71 40 5,69 50
T3 515 |68 5,22 80 5,25 70
Ty 4,68 |85 4,74 | 80 4,72 80
Ts 4,42 100 | 4,42 115 4,47 115
Ts 4,2 120 | 4,25 115 4,27 115




Résumé

Apres I’isolement, purification et identification des bactéries lactiques, caractéristiques de la
fabrication du yaourt (Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus) a partir des
souches lyophilisées mixtes, nous avons préparé les levains lactiques aux différents rapports,
puis inoculé dans le lait reconstitué pasteurisé a 92°C. Des analyses physicochimiques (pH et
acidité titrable), microbiologiques (dénombrement des bactéries) et sensorielles (couleur,
godt, texture, odeur) ont été effectuées sur les yaourts obtenus. Les résultats de ces analyses
montrent que le rapport Streoe/Lbage, donne un yaourt de bonne qualité (pH=4,5 et °D=79)
avec un bon godt, une texture ferme et une odeur d’un yaourt nature.

Mots clé : yaourt nature, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus, rapports en
ferments, cinétique de croissance, pH, acidité titrable, évaluation sensorielle.
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