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Résumé

Le yaourt est le produit le plus connu des laits fermentés. On 1’obtient grace a ’action des
bactéries lactiques dites « probiotiques », qui lui apportent des intéréts technologiques et
thérapeutiques de plus de son apport nutritionnel contribuant a une alimentation équilibrée
recommandée.

L’objectif de notre travail est de comparer le nombre de probiotiques ensemencés dans la
cuve (yaourt semi fini) au cours de fabrication avec celui retrouvé en produit fini conditionné
(yaourt brassé fruité fraise, Danone), ainsi qu’un suivi de I’évolution des ferments lactiques
en dénombrant chaque semaine jusqu’a la DLC, pendant le stockage a 6°C, avec un controle
de qualité microbiologique et de stabilité physico-chimique.

Dans ce contexte, nous avons suivi des protocoles standardisés de Danone tout en
respectant les conditions de prélévement.

Nos résultats révelent qu’il ne s’agit pas d’une perte de probiotiques au cours des derniéres
étapes du processus de fabrication mais d’une diminution normale.

De plus, le dénombrement des bactéries lactiques a fait apparaitre une diminution
significative mais reste conformes aux normes exigées, de 32,7)(107 a 22,6)(107 pour S.
thermophilus et de 31,3x10° 2 19,8x10° pour L. bulgaricus. Ce qui explique que leur
croissance est inhibée par le froid.

D’autre part, les résultats des analyses microbiologiques du produit fini ont montré une
absence totale des germes recherchés (pathogenes, d’altération, et de contamination fécale).

Cependant, les résultats des analyses physico-chimiques ont montré une légére diminution
de ’EST et du pH accompagnée d’une augmentation de I’acididité titrable et de la viscosité.
Ceci indique que le yaourt analysé est de qualité microbiologique et physico-chimique

satisfaisante et ne présente aucun danger ou risque sur la santé du consommateur.

Mots clés : yaourt, laits fermentés, probiotiques, DLC, bactéries lactiques.



Abstrat

Yoghurt is the best known product of fermented milks, obtainable by the action of the so-
called "probiotic", who bring its technological and therapeutic interests of more than its
nutritional contribution contributing to a recommended balanced diet.

The aim of our work is to compare the number of probiotics seeded in the vat (semi-finished
yoghurt) during the manufacturing process with that found in a finished conditioned product
(fruity yoghurt strawberry Danone), as well as a monitoring of the evolution of Lactic
ferments by counting each week until the LDC, during storage at 6°C, with microbiological
quality control and physico-chemical stability.

In this context, we followed standard protocols Danone while respecting sampling
conditions.

Our results show that this is not a loss of probiotics during the final stages of the
manufacturing process.

In addition, lactic bacteria counts showed a significant decrease but remained within the
required standards, from 32,7x107 to 22,6x10 for S. thermophilus and from 31,3x10%to
19,8x10° for L. bulgaricus. This explains why their growth is inhibited by the cold.

On the other hand, the results of the microbiological analyzes of the finished product
showed a total absence of the germs sought (pathogens, alteration, and fecal contamination).
However, the results of the physico-chemical analyzes showed a slight decrease in TSE and
pH, accompanied by an increase in titratable acidity and viscosity. This indicates that the
yoghurt analyzed is of satisfactory microbiological and physico-chemical quality and does not

present any danger or risk to the health of the consumer.

Keywords: yoghurt, fermented milks, probiotics, LDC, lactic bacteria.
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Liste des abréviations

Abs : Absence

ADP : Adénosine Di-Phosphate

AFNOR : Association Francaise de Normalisation
ATP : Adénosine Tri-Phosphate

B : Bifidobacterium

CO; : Dioxyde de carbone

CF : Coliformes fécaux

CRS : Clostridium Sulfito-reducteurs

CT : Coliformes totaux

°D : Degré Dornic

DLC : Date Limite de Consommation
DM : Dilution Mere

EPS : Exo-polysaccharide

EST : Extrait Sec Total

FAO : Food and Agriculture Organisation
FIL : Fédération Internationale de Laiterie
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GC : Giolitti Cantonii

G+C : Guanine + Cytosine

h : Heure

ISO : International Organisation for Standardization
J : Jour

J.O.R.A : Journal Officiel de la République Algérienne



L : Lactobacillus

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
M17 : Gélose Mannitol ou Terzahi

MG : Matiere grasse

MO : Micro-organisme

MRS : Gélose Man, Rogosa et Sharpe

NAD" /NADH H" : Couple oxydant/réducteur du nicotinamide adénine dinucléotide
NF : Norme Francaise

P : Phosphate inorganique

PCA : Gélose Plat Count Agar

pH : Potentiel d’hydrogéne

OGA : Gélose Oxytetra-cycline Glucose Agar

S/C : Simple Concentration

S : Streptococcus

SFB : Bouillon au Sélenite-Cystine

TSE : Tryptone Sel Eau

UFC : Unité Formant Colonies

VF : Gélose Viande-Foie

VRBG : Gélose au Glucose Bilié¢ au Cristal Violet et au Rouge Neutre

VRBL : Gélose au Lactose Bilié au Cristal Violet et au Rouge Neutre
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Introduction

La prise en compte du lien entre 1’alimentation et la santé dans I’esprit du consommateur a
augmenté considérablement, notamment en Europe. De plus en plus de citoyens adhérent a

I’idée qu’il est possible de réduire le risque de maladies et de demeurer en bonne santé.

Le concept des probiotiques a pris racine dans 1’industrie alimentaire, notamment le
secteur laitier, par I’introduction dans les laits fermentés des bactéries d’origine intestinale :
Les bifidobactéries et les lactobacilles, présentant un fort potentiel comme probiotique

(Luquet et Corrieu, 2005).

Depuis pres de 8000 ans, I’homme consomme des yogourts et divers produits laitiers. Ces
derniers sont issus de la fermentation lactique du lait, qui consiste a la transformation de
glucose en acide lactique. L acidité ainsi obtenue permet au produit laitier de se conserver
plus longtemps, empéchant des microorganismes potentiellement pathogenes d’envahir le

produit (Hansen, 2011).

L’ Algérie est le premier consommateur laitier du Maghreb, dont le développement des
produits laitiers frais est de 1’ordre de 10% par an, et les plus grands producteurs de yaourt

sont : Soummam, Danone, Hodna et Tréfle (Recham, 2015).

Tout aliment peut provoquer des intoxications alimentaires; le lait et les produits laitiers n’y
font pas exception, car leur composition représente une source riche et appréciable d’éléments
nutritifs, et constitue donc un milieu propice au développement de micro-organismes
pathogenes. Pour cette raison, 1’application de mesures appropriées de maitrise de 1’hygiene
du lait et des produits laitiers sur I’ensemble de la chaine alimentaire est essentielle pour

garantir la sécurité sanitaire et la salubrité de ces aliments (FAO et OMS, 2007).

Ainsi, la conservation du yaourt, au froid, durant sa mise en vente, pose le probléme de
viabilité des ferments lactiques, des modifications du pH, de la concentration d’acide lactique,

de la rhéologie du produit (Irkin et Eren, 2008).

Pour cela le but de notre travail a la laiterie Danone de Blida porte d’une part sur le
contrOle de qualité physico-chimique et microbiologique d’un yaourt brassé afin qu’il soit
sans danger pour le consommateur et conforme aux normes exigées et d’autre part sur la
comparaison de la quantité de probiotiques ensemencés, et celle dénombrée en produit fini

stocké a (6°C) jusqu’a sa DLC.
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Généralités Synthése bibliographique

I.1. Généralités

I.1.1. Définition du yaourt

Le premier nom turc, apparu au VIII® siécle, fut « yogurut » pour étre changé au XI° siécle
par le nom « yoghourt » utilisé actuellement.

L’origine du mot reste mystérieuse. Le mot yoghourt proviendra de la langue bulgare
(yoghurt), « yog » qui voulait dire « épais » et « urt » qui signifiait « lait » (Luquet et
Corrieu, 2005).

Produit laitier coagulé obtenu par fermentation lactique grace a l'action de Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus et Streptococcus thermophilus a partir du lait (pasteurisé,
concentré, partiellement écrémé enrichi en extrait sec) (FAQO, 1975). Les bactéries dans le
produit fini doivent étre vivantes et présentes en abondance.

La Fédération Internationale de Laiterie (FIL) fixe la quantité de ferments vivants égale a
107 bactéries/g de produit jusqu’a sa DLC, alors que le Codex alimentarius fixe la méme
valeur en fin de vie de produit.

Selon les pays, les réglementations locales fixent des minima variant entre 10° et 10° UFC,
mais avec des unités variables (par g de produit le plus souvent, mais également par ml ou
cm’) (Luquet et Corrieu, 2005).

I.1.2. Composition chimique du yaourt

» Les glucides
La principale modification de la fermentation du lait est la baisse de la teneur en lactose de

20 a 30 %. La dégradation du lactose conduit a la formation de galactose, de glucose et
d'acide lactique. Les quantités finales de galactose sont aux alentours de 1 a 1,5 %. Les
concentrations en glucose et oligosaccharides sont tres faibles (Toba et al., 1983 ; Vidal-Val
verde et al., 1984).

» Les protéines

Les bactéries lactiques produisent des enzymes qui hydrolysent partiellement les protéines
du lait. Ainsi, PoznanskKi et al. en 1965 ont rapporté une dégradation de la caséine in vitro par
une protéase et une peptidase provenant respectivement de Lactobacillus bulgaricus et
Streptococcus thermophilus.

De ce fait, un yaourt contient plus de peptides et d'acides aminés libres que le lait (Rasic et
al., 1971). 1l est généralement admis que la préhydrolyse des casé€ines améliore la digestibilité

des protéines du yaourt (Breslaw et Kleyn, 1973).
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Il existe une hydrolyse trés modérée des triglycérides qui n'a pas d'incidence nutritionnelle

observable (Alm, 1982a ; Boccignone et al., 1984).

> Les minéraux

C'est surtout la richesse en calcium du yaourt et des laits fermentés qui est a noter.

Un pot de yaourt de 125 g apporte 180 a 200 mg de calcium (Dupin, 1992).

> Les vitamines

La composition des vitamines du yaourt dépend principalement de celle du lait utilisé.

De plus, elle sera modulée au cours de la fermentation, dépendant aussi des souches

employées.

La composition en vitamines liposolubles A et D varie en fonction de leur teneur dans

le lait utilisé (entier ou partiellement écrémé) (Megalla et Hafez, 1984).

Tableau I : Teneur moyenne pour 100g de produit (source : Syndifrais).

fruits

Valenr
Teneur moyenne pour 100 grammes de produit énergétique
Protéines |Lipides | Glucides | Calcinm |Sodium |Potassinm | Phosphore Kj
(2) (2 ®) (mg) (mg) (mg) (mg)
Yaourt nature 4.15 1.2 52 174 57 210 114 201
Yaourt au lait 3.8 3.5 5.3 171 56 206 112 284
entier
Yaourt nature 4.2 traces |54 164 55 180 100 163
0%
Yaourt nature 38 1.1 14.5 160 52 195 105 347
sucré
Yaourt aromatisé |32 32 12 140 50 190 106 372
au lait entier
Yaourt brassé 4.3 1.8 52 165 40 205 115 230
nature
Yaourt brassé aux | 3.75 1.65 14.5 140 50 150 110 368
fruits
Yaourt au lait 3l 2.7 16.5 140 45 180 100 431
entier aux fruits
Yaourt maigre aux |3.6 traces 17.2 140 45 180 100 35
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I.1.3. Classification du yaourt
Il existe deux types de yaourts :

*  Yaourts fermes, dont la fermentation a lieu en pots : ce sont généralement les
yaourts natures et aromatisés ;
* Yaourts brassés, dont la fermentation a lieu en cuve avant brassage et

conditionnement : c’est le cas des yaourts veloutés natures et aux fruits.

La fabrication de ces deux types de yaourts peut étre réalisée soit a partir de lait entier, soit
a partir de lait partiellement ou totalement écrémé (3,5 % ; 1,0 % ; 0,0 % de MG) (Jeantet et
al., 2008).

I.1.4. Technologie de fabrication du yaourt
» Préparation et réception du lait

Dans les pays de production laitiere, le lait arrive en camions-citernes réfrigérés a I’unité de
production. II est contr6lé lors de sa réception, pompé puis filtré pour éliminer les résidus

solides, puis stocké a froid (<5°C).
Le controle de la qualité du lait se fait sur :

* La qualité sanitaire : la température de transport, le nombre de germes totaux, et
I’acidité titrable.
* La qualité technologique : analyse de sa composition en matiére grasse et en matiere

azotée, dépistage des antibiotiques.

Une légere thermisation a 60 — 65 °C peut étre pratiquée si le lait doit étre stocké plus d’une

journée (Luquet et Corrieu, 2005).
» Standardisation

La composition du lait de vache varie selon les races, 1I’alimentation, le stade de lactation
de I’animal et la saison. Il est nécessaire donc de standardiser le lait en matiére grasse et en
matiere protéique, pour répondre aux spécifications nutritionnelles et organoleptiques des

produits et obtenir une qualité constante au cours de 1I’année pour un type de produit.

De plus, un ajout de sucre est parfois réalisé a ce stade a des fins gustatives (Luquet et

Corrieu, 2005).
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» Homogénéisation

L homogénéisation vise a réduire la taille des globules gras et est indispensable pour éviter
la remontée de la matiere grasse pendant la fermentation. Elle est réalisée sous pression

(généralement entre 100 et 300 bars)

Cette opération augmente également la viscosité du lait et par conséquent, lui confére une

meilleure stabilité et un aspect plus blanc (Luquet et Corrieu, 2005).
» Traitement thermique (Pasteurisation)
Le mix de fabrication est soumis a un traitement thermique a double objectif :

* Elimination de la plus grande partie de la flore d’altération ou pathogéne du lait.
* Amélioration des propriétés physiques du yoghourt (viscosité, capacité de rétention

d’eau)

En effet, le traitement thermique dénature plus de 85% des protéines solubles. Ceci permet
d’augmenter la quantité de matiere insoluble dans le caillé pour la coagulation et d’assurer

une bonne texture au produit fini
Le traitement le plus courant, est un chauffage a 92 — 95 °C pendant quelques minutes.

Malgré un traitement thermique, il est possible d’observer des inhibitions de croissance des
bactéries lactiques a cause d’une forte concentration en oxygene dissous dans le mix laitier. Il
y a donc possibilité d’installer un systéme de dégazage réalisé aux environs de 80°C (Luquet

et Corrieu, 2005).

Les ferments (S. thermophilus et L. bulgaricus) sont soit préparés préalablement en cuve
(levain) par un ensemencement « semi-direct », soit incorporés directement, c’est
I’ensemencement « direct », qui est le plus couramment utilisé. Ils sont commercialisés sous

forme lyophilisée ou congelée (Luquet et Corrieu, 2005).

a) Fabrication de yaourt ferme

> Refroidissement

Apres un traitement thermique, le mix laitier est refroidi a 4°C afin de dissocier les étapes
de pasteurisation et de fermentation. En effet, cette dissociation offre plus de souplesse dans

I’organisation de la production (Luquet et Corrieu, 2005).
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> Ensemencement

Il est le plus souvent réalisé en ligne a 1’aide d’une pompe, qui assure 1’incorporation et le

mélange du ferment au mix laitier.

A ce niveau peuvent €tre également additionnés colorants et aromes. Ce mix laitier

ensemencé est alors directement distribué dans les pots (Luquet et Corrieu, 2005).
» Incubation

Les pots ensemencés et thermoscellés sont conditionnés sur palettes et placés en étuve a la

température de fermentation.

En général, la fermentation est réalisée a une température comprise entre 36 et 45°C, qui
correspond a la température optimale de croissance des ferments du yoghourt. Dans ce cas, la

période d’incubation peut étre trés courte : 2h30 (Luquet et Corrieu, 2005).
> Refroidissement

Une fois I’acidité cible atteinte, les pots sont refroidis dans des chambres froides, par

circulation d’air refroidi, ou en tunnels.

Ce refroidissement rapide permet de ralentir significativement la poursuite de la
fermentation et par conséquent d’éviter 1’obtention de produits trop acides (Luquet et

Corrieu, 2005).
» Conditionnement et stockage

Les pots sont maintenus a basse température pendant leur stockage, leur transport et lors de

leur distribution (Luquet et Corrieu, 2005).

b) Fabrication de yaourt brassé

> Refroidissement

Le mix laitier thermisé est le plus généralement directement refroidi a la température de

fermentation (Luquet et Corrieu, 2005).
» Ensemencement

Selon les mémes principes que ceux cités dans le cas des yoghourts fermes (Luquet et

Corrieu, 2005).
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> Incubation

La fermentation a lieu en cuve, plus communément appelée « tank de maturation », qui est
régulée en température tout au long de la fermentation. Cette derniere est arrétée lorsque le

pH atteint la valeur cible. Le « caillé » est alors formé (Luquet et Corrieu, 2005).

» Brassage

Le caillé est brassé par pompage du gel. C’est le « décaillage », éventuellement complété
par un passage au travers d’un filtre effectuant ainsi un « lissage » du caillé (Luquet et

Corrieu, 2005).
> Refroidissement

Le caillé est aussitot refroidi grace a un échangeur thermique pour atteindre une

température proche de 20°C. Ceci permet de conditionner plus rapidement et de limiter les

altérations de structure de gel.
Un mélange des préparations de fruits est réalisé (Luquet et Corrieu, 2005).
» Conditionnement et stockage

Le produit est alors conditionné dans 1’emballage de commercialisation, puis subi une
deuxieme étape de refroidissement a 4°C, température qui doit Etre maintenue au cours des

opérations de stockage, transport et distribution (Luquet et Corrieu, 2005).
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Standardisation de la base laiticre
0.5<matiére grasse < 3.5% —
Extrait sec dégraisse a 14 %

Poudrage, évaporation

|
Homogénéisation ==

Addition de sucre et de texturants (yaourtbrass¢)

60-65°C / 10-25 Mpa
|

Traitement thermique
85°C/30min—98°C/7min
[
Refroidissement avant
inoculation (40 a 45 °C)
Inoculation des Inoculation des ferments en
ferments (1 a 5%) tank et incubation
Mise en p‘ots Lissage et refroidissement
Tncubation 20-28°C
40-45°C/2-4h pHd.o-4.7
pH 4.6-4.7 Aromes, fruits
Mise en pots
Refroidissement rapide et stockage au froid
pH 4.0-4.4/ ©<7°C
Yaourts fermes Yaourts brassés

Figure 1 : Technologie du yaourt (Lucey, 2004)
I.1.5. Date Limite de Consommation de yaourt DLC

La date limite de consommation est une norme alimentaire, elle s’applique a des produits
trés périssables, conservés au froid et dont les traitements en industrie ont été parfois
insuffisants pour tuer la totalité des germes présents. Cette date figure sur I’emballage sous
I’appellation « a consommer jusqu’au », suivie de I'indication du jour et du mois (Burtin et

al., 2013).

Cette DLC est de 28 jours (pour le yaourt) en France par exemple (Luquet et Corrieu,

2005).
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I.2. Bactéries lactiques et probiotiques

I.2.1. Classification des bactéries lactiques

Une bactérie lactique est capable d’excréter 1’acide lactique D(-), L(+) ou DL en utilisant les

voies cataboliques suivantes (Annexe I) :

Voie d’Embden Meyerhof Parnas, homofermentation dans laquelle 1’acide lactique est
le seul produit du métabolisme excrété a partir du substrat ;

Voie de Dickens-Horecker et Entner Doudoroff, hétérofermentation, conduisant a
I’acide lactique en mélange avec d’autres produits d’excrétion comme le CO,, I’acide

acétique, I’éthanol...

Regroupées pour la premiere fois par Orla-Jensen en 1919, les bactéries lactiques

comprennent les genres suivants :

Lactobacillus, bacilles homofermentaires et hétérofermentaires ;
Carnobacterium, bacilles homofermentaires ;

Enterococcus, cocci homofermentaires ;

Lactococcus, cocci homofermentaires ;

Streptococcus, cocci homofermentaires ;

Pediococcus, cocci homofermentaires ;

Leuconostoc, cocci hétérofermentaires.

Seuls les Lactobacillus, les Enterococcus, les Streptococcus et éventuellement les

Lactococcus sont utilisés comme probiotique en alimentation animale et humaine (Larpent et

al., 1994).

1.2.2.Croissance des bactéries lactiques

Chez les bactéries, le terme « croissance » est essentiellement utilisé pour désigner

I’accroissement de la population cellulaire d’une culture. Au cours chaque cycle de division

cellulaire, la bactérie croit jusqu’a un volume critique puis elle se divise en deux cellules filles

par scissiparité (Corrieu et Luquet, 2008).

La croissance d’une bactérie cultivée sur un milieu et dans un environnement favorable

présente un enchainement de six phases distinctes : (Figure 2).
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* Une phase de latence, qui suit immédiatement 1I’ensemencement du milieu par 1’inoculum
bactérien. Elle correspond a une période de restauration des fonctions physiologiques et a

I’adaptation des cellules aux nouvelles conditions de culture ;

* Une phase d’accélération de la croissance, pendant laquelle le métabolisme cellulaire

reprend et la croissance débute ;

* Une phase de développement exponentiel, au cours de laquelle les bactéries se multiplient
avec un taux de croissance constant et maximal, fonction de la souche considérée et des

conditions dans lesquelles elle est cultivée ;

* Une phase de ralentissement, qui est due soit a I’épuisement d’un ou plusieurs substrats,

soit a I’accumulation de composés inhibiteurs ou toxiques ;
* Une phase stationnaire, qui correspond a un arrét de la croissance ;

* Une phase de déclin, qui correspond a la mort des cellules, et éventuellement a leur lyse.

L = latenca

A = accéléralion

E = exponentielle
R = ralentissement
5 = stationnaire

D = déclin

k
Lad

Ln {concentration cellulaire)

Temps

Figure 2 : Représentation schématique des principales phases de croissance d’une

culture bactérienne (Corrieu et Luquet, 2008).
1.2.3. Bactéries lactiques caractéristiques du yaourt
1.2.3.1. Streptococcus thermophilus

Le genre Streptococcus appartient au phylum des Firmicutes et regroupe des bactéries a
coloration Gram positive, dépourvues d’activité catalase, et a bas pourcentage en bases G+C
(Farrow et Collins, 1984). Les streptocoques sont tous immobiles, asporulés, en chainettes

ou en diplocoques, certains présentent une capsule.

10
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S. thermophilus se retrouve au sein du groupe "salivarius". Au sein du genre Streptococcus.
C’est la seule espece "alimentaire” parmi des especes commensales, opportunistes et
pathogenes (Delorme, 2008).

Streptococcus salivarius, subsp. thermophilus, est une bactérie lactique thermophile
anaérobie et aérotolérante dont la température optimale de croissance se situe entre 37°C et
42°C. En industrie agro-alimentaire, S. thermophilus est en deuxiéme position derricre L.
lactis dans le classement des bactéries lactiques utilisées. Elle est la seule espece du genre
streptocoque utilisée dans la fabrication des produits laitiers fermentés (de Roissart et
Luquet, 1994), grace a son role dans la fermentation du lait qui transforme le lactose en acide
lactique (homofermentaire), entrainant la diminution rapide du pH.

En plus de la baisse rapide du pH, S. thermophilus produit des métabolites importants pour
des propriétés technologiques spécifiques des produits laitiers. Ainsi, de nombreuses souches
de S. thermophilus synthétisent des exopolysaccharides (EPS) qui contribuent a obtenir une
texture et des propriétés rhéologiques recherchées pour les produits laitiers fermentés.

La croissance de S. thermophilus dans le lait, est donc liée a sa capacité a utiliser les
lactoprotéines comme source des acides aminés que la bactérie n’est pas capable de
synthétiser et qui ne sont pas en quantité suffisante sous forme libre (Garault
et al., 2000 ; Fernandez-Espla, 2000 ; Savijoki et al., 2006).

S. thermophilus est principalement cultivé sur M17 (Terzaghi et Sandine, 1975).

1.2.3.2. Lactobacillus bulgaricus

Le groupe de Lactobacillus est constitué de bacilles réguliers, souvent allongés, Gram
positif, asporulés, parfois groupés en paires ou en chaine, généralement immobiles et réalisant
une fermentation de type lactique. Ils sont pour la plupart catalase -, micro-aérophiles ou

anaérobies (Guiraud, 1998).

Lactobacillus delbrueckii,subsp, bulgaricus, ne produit que de I’acide lactique au cours de
la fermentation du lactose. Il se développe bien a la température de 45 a 50 °C en acidifiant
fortement le lait jusqu’a 1,8 pourcent (pH voisin de 4.5), voire, avec certaines souches,

jusqu’a 2,7 pourcent d’acide lactique (pH 3,8 a 3,6) (FAO, 1995).

Le milieu de culture et d’isolement de base le plus connu est le milieu MRS, qui contient du

Tween 80 (Guiraud, 1998).

11
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1.2.4. Notion de probiotique

A partir des travaux de Teissier, en 1906 et de Metchnikoff, en 1908, 1’idée que des
bactéries lactiques ingérées vivantes pourraient avoir un effet bénéfique a été développée

(Luquet et Corrieu, 2005).

Le terme de probiotique dérive des deux mots grecs « pro » et « bios » et signifie
littéralement « en faveur de la vie ». Ce terme a été proposé pour la premiere fois par Parker
en 1974 pour désigner les micro-organismes et substances qui contribuent au maintien de

I’équilibre de la flore intestinale (Gournier-Chateau et al., 1994).

Selon la FAO et I’OMS, les probiotiques sont : « des micro-organismes vivants qui,
lorsqu’ils sont administrés en quantité adéquate, conférent un bénéfice pour la santé de 1’hote

au-dela de I’effet nutritionnel premier ».

Les probiotiques utilisés dans les laits fermentés sont des micro-organismes, producteurs
d’acide lactique tels que les lactobacilles, certains streptocoques et les bifidobactéries

(Luquet et Corrieu, 2005).
I.2.5. Criteres technologiques de sélection des souches probiotiques

La sélection de souches de S. thermophilus et L. delbrueckii subsp. bulgaricus, afin de
disposer d’un ferment qui permettre d’obtenir un yoghourt a caractéristiques organoleptiques
bien définies, nécessite une caractérisation préalable des souches pures sur la base de criteres

déterminés.

Le choix des souches pures nécessite expérience et savoir faire afin que 1’association

choisie réponde a I’attente (Luquet et Corrieu, 2005).
1.2.5.1. Activité acidifiante

L’acide lactique confére au produit fini une saveur acide, et aide a déstabiliser les micelles

des caséines et la formation du gel.

En plus de son impact organoleptique, 1’acide lactique, par son action sur la diminution de
pH, a un rdle protecteur contre d’éventuelles contaminations par des germes indésirables

(flore d’altération ou pathogenes).

12
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Deux facteurs essentiels de la fabrication du yoghourt doivent étre pris en compte : le
niveau maximal de production d’acide lactique, et la vitesse d’acidification (Luquet et

Corrieu, 2005).
1.2.5.2. Activité texturante épaississante

Une des difficultés a prévoir dans la fabrication des yoghourts commerciaux est le maintien

tout au long de la durée de conservation, de la texture.

L’augmentation de la matiere séche du lait par I’addition de poudre de lait se développe par
I’utilisation de souches capables de produire des exo-polysaccharides, polymeéres exo-
cellulaires constitués de résidus osidiques, aux propriétés texturantes (Luquet et Corrieu,

2005).
1.2.5.3. Activité aromatisante

Pette et Lolkema (1950) ont été les premiers a suggérer que 1’acétaldéhyde serait le
composé aromatique principal du yogourt. De nombreux auteurs tels que Bottazzi et Vescovo

(1969), Dumont et Adda (1973) ou Law (1981) 1’ont confirmé.

L’espece L. delbrueckii subsp. bulgaricus a été décrite par certains auteurs comme
produisant une quantité d’acétaldéhyde plus importante que S. thermophilus dans le yoghourt,

alors que d’autres auteurs ont montré le contraire (Schirch et al., 1985 ; Ott et al., 1997).
1.2.5.4. Activité protéolytique

L’activité protéolytique est également un des critéres de sélection des bactéries utilisés dans

la production de yoghourt.

Les souches de S. thermophilus présentent généralement une activité protéasique faible,

voir parfois inexistante par I’absence de protéase de la paroi (Shahbal et al., 1991, 1993).

En revanche, L. delbrueckii subsp. bulgaricus et beaucoup plus protéolytique. Ainsi, il lui
est possible d’hydrolyser les caséines en petits peptides et acides aminés assurant sa
croissance et celle de S. thermophilus lorsqu’il s’agit de cultures mixtes (Figure 3) (Luquet et

Corrieu, 2005).

13
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D’autres criteres de sélection des souches probiotiques :

- Absence de pathogénicité (critere sécuritaire).

- Résistance aux conditions rencontrées in vivo au cours du transit digestif.

- Colonisation du tractus digestif et adhésion aux cellules intestinales.

- Activité antimicrobienne.

- Résistance aux additifs alimentaires et aux antibiotiques.

- Viabilité et stabilité (survie pendant la lyophilisation, centrifugation...) (Gournier-

Chateau et al., 1994).

1.2.6. Association entre S. thermophilus et L. bulgaricus : Protocoopération

Le yaourt résulte de la fermentation du lait par I’association des deux especes S.
thermophilus et L. delbrueckii subsp. bulgaricus. Cette association, appelée protocoopération,
est bénéfique pour les deux especes, mais n’est indispensable ni a leur croissance ni a leur

survie.

Dans une protocoopération, chaque espeéce produit une ou plusieurs substances, absentes

initialement du milieu de culture, qui stimulent la croissance de 1’autre espece.

Au cours de la symbiose observée dans le yoghourt, on assiste dans la premicre phase
principalement a la croissance de S. thermophilus. Dans un deuxiéme temps, celle-ci est
ralentie du fait de I’effet inhibiteur de I’acide lactique produit, alors que le taux de croissance

de L. delbrueckii subsp. bulgaricus augmente (Luquet et Corrieu, 2005).

Le lactobacille, par son activité protéolytique, attaque la caséine qui libere les peptides
permettant au streptocoque de poursuivre sa croissance. De son coté, le streptocoque stimule
le lactobacille par production d’acide formique (FAO, 1995).

S. thermophilus produit du dioxyde de carbone (CO,), issu de la décarboxylation de 1’urée

contenant dans le lait, qui stimule L. bulgaricus (Luquet et Corrieu, 2005).

14
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Streptococcus thermophilus Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
acides aminés *
+ 4+—1 protéines du lait
peptides
S R

acide formique
urée du lait T

lait
Figure 3 : Schéma des facteurs stimulants de la coopération inter especes (Loones, 1994).

1.2.7. Pharmacologie des bactéries lactiques ingérées par le yaourt

Les bactéries probiotiques pour étre efficaces doivent parvenir vivantes au site de leur

action, a savoir I’intestin et donc résister aux différents mécanismes de défense de 1’hote.

Ces bactéries étant administrées par voie orale, il est nécessaire qu’elles franchissent les
obstacles majeurs du transit digestif : elles doivent donc résister aux enzymes présentes dans
la cavité buccale, au pH acide de I’estomac, aux sucs pancréatiques et aux concentrations de

bile et de mucus présentes dans I’intestin gréle (Gournier-Chéateau et al., 1994).

Les probiotiques peuvent étre considérés comme un moyen de véhiculer des principes
actifs jusqu’a leur cibles d’action dans le tractus digestif.

Les principes actifs des probiotiques ne sont pas les mémes pour tous les effets.

Les enzymes peuvent €tre actives dans I’intestin (ex. : la lactase des bactéries lactiques).

Les peptides formylés, les lipo-polysaccharides, les peptidoglycanes composants de la paroi
cellulaire et les nucléotides sont reconnus par le systeme immunitaire (Luquet et Corrieu,

2005).

Les bactéries du yaourt L. bulgaricus et S. thermophilus ont une résistance a I’acide faible

et sont rapidement détruites en quelques minutes a pH 1.

15



Bactéries lactiques et probiotiques Synthése bibliographique

Pochart et al (1989) ont observé que les concentrations de bactéries du yaourt parvenant
au duodénum chez des sujets sains ayant ingéré 430g de yaourt contenant 10’ UFC/m] était

environ 10° UFC/ml au moment du pic.

Certains auteurs ont observé la survie de quelques bactéries du yaourt jusqu’a la fin de
I’iléon terminal chez une partie des sujets volontaires étudiés mais ces bactéries n’ont

jusqu’ici pas pu démontrer une survie significative jusque dans les selles (Luquet et Corrieu,
2005).

1.2.8. Intéréts thérapeutiques des probiotiques
1.2.8.1. Amélioration de la digestion du lactose

Le premier effet démontré avec un haut niveau de preuve a été I’amélioration de
I’intolérance au lactose et de la malabsorption de ce sucre par des bactéries lactiques et tout
particulierement celles du yaourt (Kolars et al., 1984 ; Marteau et al., 1990 ; De Vrese et

al., 2001).

L’intolérance au lactose est prouvée par I’absence de synthése de la lactase ou B3-

galactosidase par les cellules en brosse de la surface épithéliale de I’intestin.

De ce fait, n’étant pas assimilé, le lactose, principale glucide du lait, est responsable de

troubles intestinaux chez les personnes déficientes en cette enzyme

Les yaourts ou les laits fermentés avec des souches de B. Bifidum n’améliorent pas
significativement 1’assimilation du lactose chez les patients. Seules les souches le L.
bulgaricus , L. acidophilus et S. thermophilus ont une action positive sur la digestion du
lactose (Gournier-Chateau et al., 1994).

1.2.8.2. Traitement et prévention des diarrhées

Des travaux anciens montrent 1’intérét de 1’utilisation du yaourt dans le traitement des

diarrhées de I’enfant (Niv et al., 1963)

Le remplacement du lait par du yaourt a conduit a une amélioration significative chez les

enfants souffrant de diarrhée persistante (Touhami et al., 1992)
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En effet, sur 78 enfants, I’échec clinique, définit par la non-guérison de la diarrhée au terme
de 5 jours d’étude ou par une perte de poids supérieure a 5 % en 24 heures, a été noté chez 45
+ 8 % d’entre ceux recevant du lait, contre seulement 15 + 6 % de ceux recevant le yaourt. De

plus, 67 = 8 % des enfants nourris au yaourt ont guéri dans les premieres 48 heures.
1.2.8.3. Inhibition des pathogénes

Il a été montré que I’inhibition produite in vitro sur un certain nombre de micro-
organismes par L. acidophilus et L. bulgaricus porte sur les genres Salmonella, Shigella,
Staphylococcus, Proteus, Klebseilla, Pseudomonas, Escherichia, Bacillus et Vibrio (Shahani

et al., 1976).

Les produits laitiers sont protégés contre la plupart des contaminations microbiennes
ultérieures. Cette propriété est le résultat de la production par des bactéries lactiques de
nombreuses molécules antimicrobiennes comme les acides organiques (acides lactique et
acétique), le peroxyde d’hydrogene et les bactériocines. Ces dernicres sont définies comme
étant des molécules de nature protéique, présentant une action antibactérienne contre des

souches distinctes de la souche productrice (Luquet et Corrieu, 2005).
1.2.8.4. Stimulation du systéme immunitaire

Au niveau cellulaire, ce sont Vesely et al qui, en 1985 mirent en évidence chez I’animal
nourri avec du yaourt une légere stimulation de la rate et une réponse proliférative accrue des
lymphocytes spléniques a divers mitogeénes, observations non retrouvées avec le méme

produit apres chauffage.

De Simone et al (1986) et Perdigon et al (1987 et 1989) ont observé une production de
lymphokines in vivo, une augmentation de la population des cellules B, des cellules
cytotoxiques ainsi que de 1’activité natural killer (Nk) et de I’activation de la phagocytose

apres administration de diverses bactéries lactiques chez I’homme.

Ces résultats ont été confirmé par Solis Pereyra et Lemonnier (1991), montrant
clairement que les lactobacilles du yaourt sont capables d’induire une stimulation de la
réponse immunitaire non spécifique, notamment la production d’interféron lorsqu’ils sont mis

en culture avec les cellules compétentes, en présence d’agent mitogene.
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1.2.8.5. Action anti-cancérigene

Un travail épidémiologique francais a montré un moindre risque d’adénomes coliques de
grande taille chez les sujets consommant du yaourt plus de trois fois par semaines (Boutron

et al., 1996).
1.2.8.6. Yaourt et I’hypocholestérolémie

Un taux élevé de cholestérol dans le plasma est souvent associé a I’apparition des maladies

cardiovasculaires.

Un grand nombre d’étude a été effectué en utilisant les probiotiques pour déterminer si ces
derniers posseédent des propriétés permettant de diminuer le taux de cholestérol sanguin

(Gournier-Chateau et al., 1994).

Une recherche a été reprise aux Etats-Unis par Mann (1977) suggére que le yaourt serait

encore plus efficace que le lait pour maintenir une cholestérolémie basse.

Chez I’homme, il ya une diminution de la cholestérolémie lors de I’ingestion de grandes
quantités de yaourt. Avec des quantités plus faibles, les résultats sont difficiles a interpréter

(Walker et Gillilland, 1993).

1.2.9. Effets indésirables potentiels des probiotiques

Au cours de la colonisation bactérienne pathologique de I’intestin gréle, les micro-
organismes présents dans cet organe en forte quantité induisant une diarrhée et des 1ésions

intestinales.

Une dégradation excessive du mucus intestinal pourrait également étre un effet indésirable

de certains probiotiques.

Un seul effet immunologique indésirable a été observé chez I’homme sous forme d’hépatite

auto-immune qui a été aggravée par I’ingestion de tres forte quantité de yaourts.

La résistance des probiotiques aux antibiotiques n’est pas en elle-méme un risque sauf si
elle rend le probiotique intraitable en cas d’infection ou si elle peut étre transmise a des
pathogenes chez lesquels la résistance thérapeutique pourrait avoir des conséquences

cliniques néfastes (Luquet et Corrieu, 2005).
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Notre étude expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire de microbiologie et de
physico-chimie de I’'unité de DANONE a Blida, du mois de Mars a Juin 2017.

L’objectif de cette expérience est de quantifier le nombre de probiotiques ensemencés dans
un yaourt brassé, et de suivre leur viabilité lors de la conservation a 6°C et jusqu’a la DLC,

avec contrdle de la qualité microbiologique et de stabilité physico-chimique.

++ Présentation de I’unité

Le groupe Danone figure parmi les leaders mondiaux de 1’alimentation et s'appuie sur
quatre métiers : les Produits Laitiers Frais, la Nutrition Infantile, les Eaux et la Nutrition
Meédicale. Il posseéde un portefeuille de marques internationales (Activia, Actimel, Danette,
Danonino, Danio, Nutricia...).

Danone est présent sur plus de 130 marchés, d’ou il a réalisé en 2015 un chiffre d’affaires
de 22,4 milliards d’euros.

En Algérie, Danone est présent depuis 2001 a travers le rachat des laiteries de Djurdjura

d’Akbou a Béjaia.

En recherche de capacités supplémentaires de Danone, et en vue de I’extension de ses
activités, il a racheté 1’usine de production de yaourts de I’entreprise privée «Tréfle», située a
la zone industrielle de Ben Boulaid de Blida, en juin 2015. D’ou le directeur général de
Danone Djurdjura Algérie (DDA) a souligné que son groupe prévoit un investissement de

deux milliards de dinars sur trois ans.

L’unité de Blida est spécialisée en fabrication et commercialisation des tous types de

yaourts, cremes desserts, flans, leben, charbet...

I1.1. Matériel
I1.1.1. Matériel biologique
Les échantillons a analyser sont :
- Yaourt semi-fini (masse blanche prélevée a la sortie de pasteurisation effectuée dans la
cuve).
- Yaourt semi-fini (masse blanche prélevée apres décaillage).
- Produit fini conditionné (pots de yaourt brassé fruité fraise de 100g, produits le

16/04/2017).
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I1.1.2. Matériel non biologique
L’appareillage, les réactifs et les milieux de culture sont illustrés en Annexe II1.
I1.2. Méthodes d’étude

I1.2.1. Echantillonnage

L’échantillonnage correct est une opération qui demande le plus grand soin, et qui doit

étre effectué de maniere a obtenir des échantillons représentatifs du produit.

Les échantillons destinés aux examens microbiologiques doivent étre prélevés en utilisant
des techniques aseptiques, du matériel et récipients qui doivent étre propres et stérilisés avant
usage.

Le récipient pour échantillon doit étre fermé immédiatement apres échantillonnage.

Le matériel d’échantillonnage des produits destinés aux examens physico-chimiques doit
étre propre, sec et sans influence sur les différentes propriétés, a savoir : I’odeur, la flaveur et
la consistance ou la composition du produit.

I1.2.2. Prélevement

Avant de procéder au prélévement du yaourt semi-fini « masse blanche » au cours de sa
fabrication a partir de la cuve « tank de maturation », nous avons flambé le robinet du
réservoir a I’aide d’un coton imbibé d’alcool.

Nous avons ouvert le robinet, et nous avons laissé couler pendant 2 & 3 min pour éliminer
d’éventuels contaminants présents dans la conduite.

Un flacon stérile de 250 ml a été rempli et bien fermé dans des conditions ultra-
hygiéniques.

Un premier prélevement d’une masse blanche a été effectué juste apres un refroidissement
a 40°C qui suit I’étape de pasteurisation (95°C/5min).

Apres I’ensemencement par des ferments lactiques lyophilisés et conditionnés dans des
sachets, en les introduisant dans la cuve, un deuxi¢me prélévement a été effectué en fin de 4 h
de fermentation a 40°C.

Les échantillons conditionnés appartenant au méme lot, produit le 16/04/2017 ont été placés
immédiatement dans une chambre froide (6°C) située au niveau de 1’unité de production.

Nous avons prélevé aléatoirement 1 pot pour les analyses physico-chimiques, et un autre
pour les analyses microbiologiques.

Par ailleurs, afin de suivre I’évolution des ferments lactiques et la stabilité physico-chimique
au cours du stockage, et jusqu’a la DLC, nous avons prélevé aléatoirement 2 pots chaque
semaine, et ceci durant 28 jours (J7, Ji4, J21, J2g).

Les différentes analyses effectuées sont illustrées dans la figure 4.
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Analyses physico-chimiques Analyses microbiologiques
pH : . .
. Dénombrement Lactobacillus bulgaricus
Acidité titrable de la flore
Matiére grasse lactique Streptococcus thermophilus

Extrait sec total —
I:> Germes totaux

Viscosite Recherche et E> Coliformes totaux et fécaux
dénombrement |:> Levures et moisissures
Szlslttlﬁoinants |::> Entérobactéries
du yaourt |:> Clostridium sulfito-réducteurs

I:> Staphylococcus aureus

I:> Salmonelles
__> Listeria

Figure 4 : Schéma représentant les différentes analyses effectuées sur le produit fini

I1.2.3. Analyses physico-chimiques
L’analyse physico-chimique a pour but de déterminer la stabilité et la consistance d’un

produit afin de conserver ses caractéristiques nutritionnelles, vitaminiques et organoleptiques.

L’ensemble des analyses effectuées sur le yaourt (produit fini a Jo) sont résumées dans la

figure 4.
I1.2.3.1. Détermination de pH
= Définition

Le pH est le potentiel d’hydrogéne des ions H' dans une solution. Il est mesuré a I’aide

d’un pH metre, qui est équipé par deux sondes; une sonde de température et une autre de pH.

11 doit étre étalonné quotidiennement avant de commencer 1’analyse avec des solutions

tampon de pH=4, puis pH=7.
= Principe

Le principe repose sur la différence de potentiel chimique existant entre une électrode de
verre, et une électrode de référence (Calomel-K CI) plongeant dans une méme solution, est

une fonction linéaire du pH de celle-ci.

Selon les lois de NERST, le potentiel de 1’électrode est 1ié a 1’activité des ions H'.
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=  Mode opératoire

- Plonger les deux sondes du pH metre ; de température et de pH dans 1’échantillon a
analyser.

- Attendre jusqu’a la stabilité du pH puis lire la valeur trouvée.

= Expression des résultats

La lecture est révélée, directement sur 1’échelle du pH meétre, et les résultats sont exprimés

en unité de pH.
11.2.3.2. Détermination de I’acidité titrable (NF V 04-369)
= Définition

L’acidité titrable d’un produit laitier est la quantité d’acide lactique libérée a partir du

lactose, apres fermentation, en présence des bactéries lactiques.
= Principe

Le principe repose sur titrage de 1’acide lactique, libéré par une solution alcaline (NaOH

0.11mole/litre) en présence d’un indicateur de couleur, qui est la phénophtaléine.

=  Mode opératoire

- Prélever a I’aide d’une pipette 10 ml de I’échantillon a analyser.

- Ajouter deux gouttes de phénophtaléine.

- Titrer avec de la soude (NaOH) a 1/90N jusqu’au virage de I’indicateur au rose clair
qui persiste pendants 10 secondes.

= Expression des résultats
Le résultat est lu directement sur 1’acidimetre, il est exprimé en degré Dornic (°D).

D’ot 1 ml de NaOH correspond a 10 °D, et 1 °D correspond a 0,1g/1 d’acide lactique, selon

I’équation suivante :

A=10 xV

A : Acidité titrable, en °D.

V : Volume de la solution sodique utilisé pour le titrage, en ml.
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11.2.3.3. Détermination de la matiére grasse (MG) (NF V 04-210)
= Définition

La matiere grasse est définie comme étant la quantité de gras retrouvé dans un produit

laitier.

C’est le constituant le plus variable du lait. Elle est constituée d’un mélange d’acides gras
saturé et non saturé, qui se trouve en suspension dans le lait, sous forme de minuscules

gouttelettes (globules gras) et forme une émulsion.
= Principe

La détermination du taux de la MG se fait selon une méthode butyrométrique dite de

Gerber.

Cette méthode consiste a doser la MG par un butyrométre gradué aprés dégradation des
protéines par ajout d’acide sulfurique (H,SO,) et séparation des phases par ajout d’alcool iso-

amylique suivi d’une centrifugation.

* Mode opératoire

- Introduire 10 g de I’échantillon a analyser (yaourt) dans 10 ml de I’eau distillée, afin
de réaliser une dilution.

- Introduire dans un butyrométre gradué 10 ml d’acide sulfurique, 11ml du yaourt dilué
et 1 ml d’alcool iso-amylique.

- Fermer le butyromeétre avec un bouchon propre et sec et bien homogénéiser, jusqu’a la
disparition des grumeaux.

- Placer le butyrométre dans une centrifugeuse a une vitesse de 1500 tours/min pendant
10 min.

= Expression des résultats

La teneur en MG est lue directement sur le butyrometre gradué. Elle est exprimée en

pourcentage selon 1I’équation suivante :

MG % =N x 2

N : Valeur lue sur le butyrométre
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11.2.3.4. Détermination de I’Extrait Sec Total (EST) (NF V 04-370)
= Définition

L’EST d’un produit laitier est le pourcentage des matieres séches, existant dans le produit,

et résultant de sa dessiccation.
= Principe :

Le principe repose sur 1’évaporation de 1’eau contenue dans le yaourt a analyser, a 1’aide

d’un dessiccateur sous 1’effet d’une source de chaleur, qui est la lumiere infrarouge.

Mode opératoire

- Peser 2 g du yaourt a analyser dans une coupelle en aluminium séchée et tarée.
- Etaler toute la surface de la coupelle 4 I’aide d’une spatule en inox.

- Mettre la coupelle dans la thermo-balance (Balance dessiccatrice électrique).

- Baisser le couvercle de I’appareil, et appuyer sur "START".

= Lecture et expression des résultats

Apres 10 min, un bip sonore indique la fin de I’opération de dessiccation, et le résultat
s’affiche sur I’écran de I’appareil en pourcentage massique de matiere séche par rapport au

total.
I1.2.3.5. Détermination de la viscosité
= Définition

La mesure de la viscosité est une évaluation de la texture du yaourt, qu’elle augmente avec

I’augmentation de la production des exo-polysaccharides par Streptococcus thermophilus.
= Principe

La détermination de la viscosité se fait a I’aide d’un viscosimeétre, qui est équipé par une
plate forme et une tige pénétrateuse (cylindre), qu’il doit étre étalonné quotidiennement avant

de commencer 1’analyse.

= Mode opératoire
- Placer le produit a analyser dans la plate forme, au dessous de la tige.
- Appuyer sur le bouton pour faire descendre la tige pénétrateuse a peut prés 1 a 2 cm

de la surface de produit, puis elle pénétre en profondeur de produit.
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- Arréter et commencer de faire sortir le produit.

= Expression des résultats

Les résultats sont affichés sur le trait final en gramme.
I1.2.4. Analyses microbiologiques

* Préparation des dilutions décimales

- Introduire aseptiquement 25 grammes de yaourt brassé a analyser dans 225 ml de
diluant TSE, et bien homogénéiser a 1’aide d’un agitateur; ceci constitue alors la
dilution mére (DM) qui correspond 2 la dilution 1/10 oul0™.

- Ensuite, prélever a I’aide d’une pipette graduée et stérile 1 ml de la DM, et I’introduire
dans un tube a vis stérile contenant au préalable 9 ml de diluant TSE : On obtient alors
la dilution au 1/100 ou 107 qu’on mélange soigneusement.

- Enfin, introduire toujours a I’aide d’une autre pipette stérile 1 ml de la dilution 107
dans un tube a vis stérile contenant au préalable 9 ml du méme diluant (TSE) : Cette
dilution est alors au 1/1000 ou 107, qu’on mélange soigneusement.

- Les dilutions sont ainsi réalisées jusqu’a la dilution 107, en changeant la pipette aprés

chaque utilisation (Figure 5).

2S¢ Iml 1ml Iml Iml 1 Iml

AR

A A I A A T

Yaourt
brassé
9ml
de
TSE

Echantillon a 225 ml de TSE
analyser (25 g)
10" 102 10° 104 105 10° 107

(Solution mere)

Figure 5 : Préparation de la solution mere et des dilutions décimales
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I1.2.4.1. Dénombrement de S. thermophilus (NF ISO 15214)

Mode opératoire
A partir des dilutions décimales allant de 10" a 107, transférer aseptiquement 2 1 aide
d’une pipette stérile 1 ml de chaque dilution dans des boites de pétri stériles
numérotées.

Couler dans chaque boite 20 ml du milieu M 17 préalablement fondu au bain marie, et
refroidi a 42°C.
Faire des mouvements circulaires et de va-et-vient en forme de « 8 » pour bien
homogénéiser le milieu et 1’inoculum.
Laisser solidifier sur paillasse.
Incuber les boites, couvercles en bas, a 37 °C pendant 48 a 72 heures.
Lecture et interprétation
Apres avoir choisi les boites contenant entre 10 et 300 colonies, dénombrer les
colonies lenticulaires, de 1 a 3 mm de diametre, et de couleur blanchéatre (Figure 6).
Les colonies sont comptées avec soin en marquant au fur et a mesure a I’aide d’un
marqueur sur le fond extérieur de la boite.
Le nombre des bactéries est exprimé en UFC/ml du produit analysé, il est calculé en
multipliant le nombre des colonies trouvées par I’inverse de la dilution utilisée.
Calculer ensuite la moyenne arithmétique des colonies entre les différentes dilutions.
Calcul de la moyenne
Ordonner les boites de la dilution 10™ 4 107, en éliminant celles qui comprissent <30
et >300 colonies.

Retenir les deux premiéres dilutions.

~(ZCxd)
T (Vx11)

Avec :

N : nombre de bactéries en UFC/g ou UFC/ml du produit initial.

C : nombre de colonies comptées sur boites retenues.

V : Volume de I’inoculum utilisé dans chaque boite, en ml.

d : facteur de dilution qui correspond a la premiere dilution retenue.
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A partir des dilutions décimales

e I HE I A i I

= - —~ s - - -
10" 10 10? 10 109 10 107

o ! ! ! | !

Couler 20 ml du milieu M17 préalablement fondu et refroidi a 42 °C.

[. —__] |— _,]. [."— _.][" —— _.:Il —— _jl. = __T.]l; = ___L]

Homogenéiser, laisser solidifier.

Incubera 37 °C pendant 48h.

s [ [ e [ ——

Compter les colones blanchatres lenticularres.

Figure 6 : Dénombrement de Streptococcus thermophilus

27



Matériel et Méthodes

11.2.4.2. Dénombrement de L. bulgaricus (NF ISO 15214)

=  Mode opératoire

- A partir des dilutions décimales allant de 10” a 107, transférer aseptiquement 2 1 aide
d’une pipette stérile 1 ml de chaque dilution dans des boites de pétri stériles
numérotées.

- Couler dans chaque boite 15 ml du milieu MRS préalablement fondu au bain marie,
et refroidi a 42°C.

- Faire des mouvements circulaires et de va-et-vient en forme de « 8 » pour bien
homogénéiser le milieu et 1’inoculum.

- Laisser solidifier sur paillasse.

- Ajouter une deuxiéme couche, mince, du milieu MRS, afin de créer I’anaérobiose, et
laisser solidifier sur paillasse.

- Incuber les boites, couvercles en bas, a 37 °C pendant 48 a 72 heures.

* Lecture et interprétation

- Apres avoir choisi les boites contenant entre 10 et 300 colonies, dénombrer les
colonies lenticulaires, de 1 a 3 mm de diameétre, et de couleur blanchatre (Figure 7).

- Les colonies sont comptées avec soin en marquant au fur et a mesure a I’aide d’un
marqueur sur le fond extérieur de la boite.

- Le nombre des bactéries est exprimé en UFC/ml du produit analysé, il est calculé en
multipliant le nombre des colonies trouvées par I’inverse de la dilution utilisée.

- Calculer ensuite la moyenne arithmétique des colonies entre les différentes dilutions.
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A partir des dilutions décimales

B L1 (e (T 17 (T [T

-4

b | | | | |

Homogeneiser, laisser solidifier.

l Ajouter une deuxieme couche de MRS.

-

Incuber a 37 °C pendant 48h.

e e e e e | S e

Compter les colontes blanchatres lenticulaires.

Figure 7 : Dénombrement de Lactobacillus bulgaricus



Confirmation microscopique

a) Coloration de Gram

Cette technique a été inventée par Christian Gram en 1884. Elle permet de distinguer la

paroi bactérienne ayant + de peptidoglycane, et de visualiser facilement les bactéries et de

donner des indicateurs sur leurs formes et leurs tailles.

Etapes :

1. Préparer un frottis sur une lame en verre, en prenant au hasard a 1’aide d’une anse de
platine quelques colonies de S. thermophilus ou L. bulgaricus.

2. Etaler puis ajouter quelques gouttes d’eau distillée.

3. Flamber le dos de la lame au dessus d’un bec bunzen pour sécher le frottis.

4. Plonger la lame dans un bain de violet de gentiane, pendant 2 min, puis rincer avec de
I’eau distillée.

5. Plonger la lame dans un bain de lugol, pendant 1 min, puis rincer avec d’eau distillée.

6. Plonger la lame dans un bain d’alcool, pendant 30 secs, puis rincer avec d’eau distillée
pour stopper la décoloration.

7. Plonger la lame dans un bain de fuschine, pendant 1 min, puis rincer avec d’eau
distillée et sécher la lame.

8. Recouvrir la lame d’une lamelle.

9. Observer au microscope photonique, objectif x 40 puis x 100 en ajoutant une goutte

d’huile a immersion (Figure 8).

b) Examen a I’état frais

L’ état frais met en évidence la forme et le mode de regroupement et la mobilité.

Etapes :

Prélever, au hasard, a I’aide d’une anse de platine quelques colonies de S.
thermophilus ou L. bulgaricus, et les déposer au centre d’une lame propre.
Ajouter une goutte d’eau distillée.

Recouvrir la lame d’une lamelle.

Observer au microscope photonique objectif x 40.
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S il s S

(1) 2) €)

(8) ©

Figure 8 : Etapes de coloration de Gram
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I1.2.4.3. Recherche et dénombrement de germes totaux (FTAM) (ISO 4832)
= Définition
La flore mésophile aérobie totale (FTAM) est I’ensemble des micro-organismes aptes a se
multiplier a I’air aux températures moyennes, plus précisément ceux dont la température
optimale de croissance est située entre 25 et 40°C. Ils peuvent étre des micro-organismes

pathogenes ou d’altération (Bourgeois et Leveau, 1996).

=  Mode opératoire

- A partir des dilutions décimales allant de 10" a 107, transférer aseptiquement 2 1 aide
d’une pipette stérile 1 ml de chaque dilution dans des boites de pétri stériles
numérotées.

- Couler dans chaque boite 20 ml du milieu PCA préalablement fondu au bain marie, et
refroidi a 42°C.

- Faire des mouvements circulaires et de va-et-vient en forme de « 8 » pour bien
homogénéiser le milieu et I’inoculum.

- Laisser solidifier sur paillasse.

- Incuber les boites, couvercles en bas, a 30 °C pendant 72 heures.

* Lecture et interprétation

- Apres avoir choisi les boites contenant entre 30 et 300 colonies, dénombrer les
colonies lenticulaires avec soin, en marquant au fur et & mesure a 1’aide d’un marqueur
sur le fond extérieur de la boite (Figure 9).

- Le nombre des bactéries est exprimé en UFC/g du produit analysé, il est calculé en
multipliant le nombre des colonies trouvées par I’inverse de la dilution utilisée.

- Calculer ensuite la moyenne arithmétique des colonies entre les différentes dilutions.
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Matériel et Méthodes

A partir des dilutions décimales
il A il

10 1072 107

\_/ ./ \/

Lo |
= = =

Couler 20 ml du milieu PCA prealablement tondu et refroidi a 42 °C.

= )

Homogeneiser, laisser soliditier

Incuber a 30 °C pendant 72h.

— = =

Compter les colontes lenticulaires.

Figure 9 : Recherche et dénombrement des germes totaux (FTAM)
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I1.2.4.4. Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux (ISO 4832)

Définition

Le terme coliforme correspond a des micro-organismes en batonnets, non sporogénes, a

coloration Gram négative, oxydase négative, aérobies ou aérobies facultatifs et capables de

fermenter le lactose en moins de 48 heures a 35°C pour les coliformes totaux, alors que les

coliformes fécaux tolerent une température de 44°C a laquelle ils fermentent le sucre en 24

heures (Hade, 2007).

Ces derniers constituent des germes indicateurs de contamination fécale en bactériologie

alimentaire et des eaux. Ils appartiennent aux genres Escherichia, Citrobacter, Enterobacter,

Klebseilla, Salmonnella, Shigella, Yersinia (Delarras, 2014).

Mode opératoire

A partir des dilutions décimales allant de 10 a 107, transférer aseptiquement 2 fois 2

I’aide d’une pipette stérile 1 ml de chaque dilution dans deux boites de pétri stériles

numeérotées ; I’une sert a la recherche des C.T et 1’autre sert a la recherche des CF.
Couler dans chaque boite 15 ml du milieu VRBL préalablement fondu au bain marie,

et refroidi a 42°C.

Faire des mouvements circulaires et de va-et-vient en forme de « 8 » pour bien

homogénéiser le milieu et 1’inoculum.

Laisser solidifier sur paillasse.

Ajouter une deuxiéme couche, mince, du milieu VRBL, afin de créer I’anaérobiose, et

de se protéger contre les contaminations diverses, et laisser solidifier sur paillasse.

Incuber, couvercles en bas, les boites qui servent a la recherche des CT a 37 °C, et

celles qui servent a la recherche des CF a 44°C pendant 24 heures.

Lecture et interprétation

Apres avoir choisi les boites contenant entre 30 et 300 colonies, dénombrer, avec soin,

les colonies rouges violettes fluorescentes de 0,5 & 1 mm de diameétre, en marquant au

fur et a mesure a I’aide d’un marqueur sur le fond extérieur de la boite (Figure 10).

Le nombre des bactéries est exprimé en UFC/g du produit analysé, il est calculé en

multipliant le nombre des colonies trouvées par I’inverse de la dilution utilisée.

Calculer ensuite la moyenne arithmétique des colonies entre les différentes dilutions.

Il est impossible de trouver plus de CF que les CT.
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Matériel et Méthodes

A partir des dilutions décimales :
e T o

10+ 102 1073

/N m I /N
/) ) C—Jr— ]

Couler 15 ml du milieu VRBL prealablement fondu et refroidi a 42 °C.

Homogeneiser, laisser solidifier

l Ajouter une deuxieme couche de VRBL.

Incubera 37 °C pendant 24h. Incuber a 44 °C pendant 24h.
( Coliformes totaux ) ( Coliformes fecaux)

Compter les colonies violettes fluorescentes.

Figure 10 : Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux
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Matériel et Méthodes

I1.2.4.5. Recherche et dénombrement des entérobactéries (ISO 21528-2)

Définition

La famille des entérobactéries ou Enterobacteriaceae est constituée de genres bactériens

qui sont rassemblés en raison de caracteres bactériologiques communs :

- Ce sont des bacilles a Gram négatif dont les dimensions varient de 1 a 6 um de long sur 0.3

a1l umdelarge ;

- Mobiles car ciliature péritriche ou immobiles ;

- Se développent en aéro-anaérobiose et sur milieux nutritifs ;

- Acidifient le glucose par voie fermentative avec souvent production de gaz ;

- Ne possedent pas 1’oxydase ;

- Réduisent les nitrates en nitrites (Avril et al., 2000).

Mode opératoire
A partir des dilutions décimales allant de 10" 24 107, transférer aseptiquement a 1’aide
d’une pipette stérile 1 ml de chaque dilution dans des boites de pétri stériles
numérotées.

Couler dans chaque boite 15 ml du milieu VRBG préalablement fondu au bain marie,
et refroidi a 42°C.
Faire des mouvements circulaires et de va-et-vient en forme de « 8 » pour bien
homogénéiser le milieu et I’inoculum.
Laisser solidifier sur paillasse.
Ajouter une deuxieme couche, mince, du milieu VRBG, afin de créer 1’anaérobiose, et
laisser solidifier sur paillasse.
Incuber les boites, couvercles en bas, a 37 °C pendant 24heures.
Lecture et interprétation
Apres avoir choisi les boites contenant entre 30 et 300 colonies, dénombrer les
colonies violettes (Figure 11).
Les colonies sont comptées avec soin en marquant au fur et a mesure a I’aide d’un
marqueur sur le fond extérieur de la boite.
Le nombre des bactéries est exprimé en UFC/g du produit analysé, il est calculé en
multipliant le nombre des colonies trouvées par I’inverse de la dilution utilisée.

Calculer ensuite la moyenne arithmétique des colonies entre les différentes dilutions.
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Matériel et Méthodes

A partir des dilutions décimales :
i HHIE A

10+ 1072 107

./ ./ \_/

| im | l
) — —

Couler 15 ml du milieu VRBG préalablement fondu et refroidi a 42 °C.

Homogeneiser, laisser soliditier.

l Ajouter une deuxieme couche de VRBG.

Incubera 37 °C pendant 24h,

Compter les colontes violettes.

Figure 11 : Recherche et dénombrement des entérobactéries



Matériel et Méthodes

11.2.4.6. Recherche et dénombrement des levures et moisissures (ISO 7954)
= Définition

Les levures sont des champignons unicellulaires, hétérotrophes, aérobies. Elles sont en
général acidophiles et mésophiles, se multipliant a des pH compris entre 3 et 7,5 et a des

températures optimales voisines de 25-28°C.

Elles interviennent fréquemment comme contaminants et agents de dégradation surtout

dans les produits acides, sucrés, ou alcoolisés (Guiraud, 1998).

Les moisissures sont des champignons filamenteux unis ou multicellulaires, hétérotrophes,
aérobies, en général acidophiles (pH de développement compris entre 3 et 7) et mésophiles

(température optimale 20-30°C). Cependant certaines especes sont psychrophiles (<15°C).

Elles sont souvent dotées de propriétés lytiques importantes (Cellulolytique, pectinolytique,
protéolytique, lipolytique, etc...) qui en font des agents de dégradation dangereux (Guiraud,

1998).

=  Mode opératoire

- A partir des dilutions décimales allant de 10" a 107, transférer aseptiquement 2 1 aide
d’une pipette stérile 1 ml de chaque dilution dans des boites de pétri stériles
numérotées.

- Couler dans chaque boite 20 ml du milieu OGA préalablement fondu au bain marie,
et refroidi a 42°C.

- Faire des mouvements circulaires et de va-et-vient en forme de « 8 » pour bien
homogénéiser le milieu et 1’inoculum.

- Laisser solidifier sur paillasse.

- Incuber les boites, couvercles en bas, a 25 °C pendant 5 jours.

* Lecture et interprétation

- Apres avoir choisi les boites contenant entre 10 et 300 colonies, dénombrer avec soin
en marquant a 1I’aide d’un marqueur sur le fond extérieur de la boite les colonies
caractéristiques des levures qui apparaissent blanchatres, lisses brillantes, rondes et
bombées, et celles des moisissures qui apparaissent filamenteuses, pigmentées et de

taille plus grande que les levures (Figure 12).
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Matériel et Méthodes

- Le nombre des germes est exprimé en UFC/g du produit analysé, il est calculé en
multipliant le nombre des colonies trouvées par I’inverse de la dilution utilisée.

- Calculer ensuite la moyenne arithmétique des colonies entre les différentes dilutions.

A partir des dilutions décimales :
e [TI1T7] I

10 107 103

\/ \/ \_/
|

l 1 ml l
— — —

Couler 20 ml du milieu OGA prealablement fondu et refroidi a 42 °C.

N

| — — —

Homogeneiser, laisser solidifier.

Incuber a 25°C pendant 5 jours.

¥ . 2l el 5 o ~ At S as i : F= T T = Ta]
Compter les colonies blanchatres cremeuses (levures).

Compter les colonies filamenteuses (moisissures).

Figure 12 : Recherche et dénombrement des levures et moisissures
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Matériel et Méthodes

11.2.4.7. Recherche et dénombrement des Clostridium sulfito-réducteurs (NF V59-109)
=  Définition
Bacilles anaérobies a Gram positif, souvent de grande taille, isolés ou en chainettes,

généralement mobiles, catalase négative.

Ces bactéries sont capables de sporuler. Les spores peuvent étre isolées et comptées en

utilisant des milieux contenant du sulfate (Guiraud, 1998).

* Mode opératoire

- A partir des dilutions décimales allant de 10" a 107, transférer aseptiquement 2 1aide
d’une pipette stérile 1 ml de chaque dilution dans des tubes a vis stériles numérotées.

- Soumettre les tubes a un chauffage au bain marie a 80 °C pendant 10 min, puis a un
refroidissement immédiat, dans le but d’éliminer les formes végétatives et garder les
formes sporulées.

- Faire fondre la gélose V.F au bain marie, et refroidir a 42 °C, puis additionner
quelques gouttes de sulfite de sodium et Alun de fer.

- Ajouter dans chaque tube 9 ml du milieu V.F, et bien homogénéiser.

- Laisser les tubes solidifier sur portoir, en paillasse.

- Incuber les tubes, couvercles en bas, a 37 °C pendant 24 heures.

* Lecture et interprétation
- Dénombrer les colonies noiratres qui poussent en profondeur, donc en anaérobiose, et
qui correspondent aux spores thermorésistantes de CSR (Figure 13).

- Les résultats sont exprimés en nombre de spores par g du produit analysé.
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Matériel et Méthodes

A partir des dilutions décimales -
T 4 T T

| 1w ! l
i i He

g0 U 4

Chauffer au bain marie a 80 °C pendant 10 min.

Refroidir immediatement sous 1’eau de robinet.

Ajouter 9 ml du milieu VF dans chaque tube et homogénéiser.

Laisser solidifier puis incuber a 37°C pendant 24h.

Compter les colonies noires qui poussent en profondeur.

Figure 13 : Recherche et dénombrement des Clostridium sulfito-reducteurs

41



Matériel et Méthodes

11.2.4.8. Recherche et dénombrement de Staphylococcus aureus (ISO 6888-1)

Définition

Les staphylocoques sont des coques immobiles, isolés ou groupés en diplocoques ou, le

plus souvent, en amas (du grec staphylo, grappe de raisin), diamétre moyen de 0.8 a 1 um.

Apres coloration de Gram, ce sont des cocci Gram positif.

Les staphylocoques a coagulase positive (SCP) sont généralement considérés comme

pathogenes.

Staphylococcus aureus est aéro-anaérobie facultatif et cultive facilement sur milieu usuel.

Sa température de croissance optimale est de 37°C et le pH optimal de 7.5 mais de grandes

variations sont tolérées (Larpent, 2010).

Mode opératoire

A partir des dilutions décimales allant de 10" a 107, transférer aseptiquement 2 1 aide
d’une pipette stérile 1 ml de chaque dilution dans des tubes a vis stériles numérotées.
Ajouter dans chaque tube 0,1 ml d’une solution stérile de tellurite de potassium a 1 %.
1% étape : Enrichissement

Ajouter 15 ml du bouillon G.C dans chaque tube, et bien homogénéiser.

Incuber les tubes, a 37 °C pendant 24 heures.

Lecture

Les tubes ayant virés au noir sont considérés comme positifs.

Zéme

étape : Isolement

Pour la confirmation :

Repiquer dans des boites de pétri stériles et numérotées, les tubes considérés comme
positifs sur milieu Chapman préalablement fondu au bain marie et refroidi a 42°C.
Faire des mouvements circulaires et de va-et-vient en forme de « 8 » pour bien
homogénéiser le milieu et I’inoculum.

Laisser solidifier sur paillasse.

Incuber les boites, couvercles en bas, a 37°C pendant 24 heures.

Lecture et interprétation

Dénombrer les colonies lisses brillantes, bombées, de taille moyenne et de couleur
jaune dorée due a la fermentation du mannitol, et qui sont comprises entre 30 et 300
(Figure 14).

Les résultats sont exprimés en UFC/g du produit analysé.
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Matériel et Méthodes

A partir des dilutions décimales -

™ (™)

1 ml

5G|

[ C]

|
|
|

Enrichissement :

Ajouter 15 ml du bouillon GC dans chaque tube et bien mélanger.
] fld )
! ! 7
Incubera 37°C pendant 24h.
+

+ @

E
E
3

Isolement :

Repiquer les tubes présentant un noircissement ou un précipité noir sur milieu
Chapman préalablement fondu et refroidia 42 °C.

Incubera 37°C pendant 24h.

Comipter les colomes dorées brillantes.

Figure 14 : Recherche et dénombrement de Staphylococcus aureus
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Matériel et Méthodes

I1.2.4.9. Recherche et dénombrement des Salmonelles (ISO FDIS 6579)
= Définition
Les salmonelles sont des batonnets a gram négatif, motiles, aérobies, qui typiquement ne
fermentent pas le lactose et ne forment pas de spores, et sont pathogénes pour I’homme et les

animaux par voie orale. Elles croissent facilement en milieu ordinaire, elles forment de I’acide

et habituellement du gaz a partir du glucose, du maltose, du mannitol et de la dextrine.

En épidémiologie, le lait et autres produits laitiers constituent une source importante
d’infection par les salmonelles : contamination par des feces ou due a une pasteurisation

insuffisante (Jawetz et al., 1973).

=  Mode opératoire

1 étape : Pré-enrichissement

- Introduire aseptiquement 25 g de I’échantillon a analyser dans un flacon stérile
contenant 225 ml du milieu TSE, afin de revivifier les cellules.

- Homogénéiser et incuber a 37°C pendant 24 heures.

2" étape : Enrichissement

- Repiquer 10 ml du milieu de pré-enrichissement dans un flacon de 100 ml du milieu
SFB, et bien homogénéiser.
- Répartir le milieu dans des tubes a vis stériles, contenant chaqu’un 10 ml.

- Incuber les tubes a 37°C pendant 24 heures.
Lecture

Les tubes ayant virés au rouge brique sont considérés comme positifs.

3m€ étape : Isolement

Pour la confirmation :

- Repiquer dans des boites de pétri stériles et numérotées, les tubes considérés comme
positifs sur milieu Hektoen préalablement fondu au bain marie et refroidi a 42°C.

- Faire des mouvements circulaires et de va-et-vient en forme de « 8 » pour bien
homogénéiser le milieu et 1’inoculum.

- Laisser solidifier sur paillasse.

- Incuber les boites, couvercles en bas, a 37°C pendant 24 heures.
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Matériel et Méthodes

* Lecture et interprétation
- Dénombrer les colonies lisses verdatres, de 2 a 4 mm de diamétre, avec ou sans un
centre noir (Figure 15).

- Les résultats sont exprimés par une présence ou absence de germes.

Pré-enrichissement :

25 g
[ 2
Yaourt
brasse
|:> Incuber a 37°C pendant24h.
Echantillon a 225 ml de TSE
analyser (25 g) l
Enrichissement :
Repiquer 10 ml sur milieu SFB. |:> Incubera 37°C pendant24h.

Apparition de couleur rouge brique.

Isolement: '

Repiquer sur milieu Hektoen préalablement fondu et refroidia 42 °C.

— |:> Incuber a 37°C pendant 24h.

Compterles colonies verdatres lisses, avec ou sans centre noir. —

Figure 15 : Recherche et dénombrement des Salmonelles

45



Matériel et Méthodes

11.2.4.10. Recherche et dénombrement de Listeria (NV V08-055)
= Définition

Les Listeria sont des bactéries ubiquitaires, telluriques, trés répandues dans I’environnement
(sol, végétaux, eaux douces et salées). Elles sont tres résistantes au milieu extérieur (plusieurs

années a 4°C). Ce sont aussi des hotes des étres vivants.

Listeria monocytogenes est un petit bacille a Gram positif, mobile a 20°C, aéro-anaérobie

facultatif qui se développe facilement sur les milieux usuels.

Listeria monocytogenes est fréquente dans les produits laitiers souvent fortement

contaminés : lait cru (45% de contamination) (Flandrois, 1997).
* Mode opératoire
1ére étape : Enrichissement primaire

- Introduire aseptiquement 25 g de I’échantillon a analyser dans un flacon stérile
contenant 225 ml du milieu Frazer-demi, afin de revivifier les cellules stressées.

- Homogénéiser et incuber a 30°C pendant 24 heures.

2" étape : Enrichissement secondaire

- Repiquer 0,1 ml du milieu de pré-enrichissement primaire dans chaque tube contenant
10 ml du bouillon Frazer, et bien homogénéiser.

- Incuber les tubes a 37°C pendant 24 heures.
Lecture

Les tubes présentant un noircissement sont considérés comme positifs.

3% étape : Isolement

Pour la confirmation :

- Repiquer dans des boites de pétri stériles et numérotées, les tubes considérés comme
positifs sur milieu Palcam préalablement fondu au bain marie et refroidi a 42°C.

- Faire des mouvements circulaires et de va-et-vient en forme de « 8 » pour bien
homogénéiser le milieu et 1’inoculum.

- Laisser solidifier sur paillasse.

- Incuber les boites, couvercles en bas, a 37°C pendant 24 heures.
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* Lecture et interprétation
- Dénombrer les colonies gris-vertes (Figure 16).

- Repérer les colonies suspectes et les soumettre aux tests biochimiques d’identification.

Enrichissement primaire :

=

Yaourt
brassé

25 ¢g

Bouillon

Echantillon a

analyser (25 g) 225 ml
Enrichissement secondaire: “
Pl |:> Incuber a 37°C pendant 24h,
du milieu Frazer. 3 .
Noircissement

Repiquer sur milieu Palcam préalablement fondu et refroidia 42 °C.

Isolement:

— |:> Incuber a 37°C pendant 24h.
Compter les colonies gris-vertes. _

Figure 16 : Recherche et dénombrement de Listeria
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Résultats et Discussion

I11.1. Résultats des analyses physico-chimiques
III.1.1. Variation du pH
Les résultats de I’évolution de pH du produit fini durant 28 jours de stockage a 6°C sont
représentés dans le tableau II et la figure 17.

Tableau II : Evolution du pH du yaourt brassé durant le stockage a 6°C

Jours J() J7 J14 J21 st
pH 4,29 426 4.19 4.16 4.13
Normes de 4,12 -432 4,07- 427 4,02 —4.22
Danone
pH
435

4,3

4,25 \\
4’2 \
4,15

4,1

4,05 T T T T 1
JO J7 J14 J21

2
Ten{ps8 (jours)

Figure 17 : Variation du pH du yaourt brassé durant 28 jours de stockage a 6°C

Les résultats de I’évolution du pH du yaourt brassé durant le stockage a 6°C montrent une
légere diminution de 4,29 (a Jy) jusqu’a 4,13 (a J,5), mais qui reste toujours conformes aux

normes de Danone.

Selon Mahaut et al (2000), I’acidification résulte de la dégradation du lactose en acide
lactique et aussi de I’activité protéolytique et lipolytique des ferments lactiques qui libérent

des acides aminés et des acides gras, aboutissant a la diminution du pH.
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Résultats et Discussion

II1.1.2.Variation de ’acidité titrable
Les résultats de la variation de I’acidité titrable du produit fini durant 28 jours de stockage a
6°C sont représentés dans le tableau III et la figure 18.

Tableau III : Evolution de I’acidité titrable du yaourt brassé durant le stockage a 6°C

Jours Jo J7 J14 J21 st

Acidité
titrable (°D) 88 92 99 104 106

Normes de

Danone 80— 120

Acidité titrable(°D)
120

100

80

60

40

20

0 T T T T 1
JO J7 J14 J21

2
Temes8 (jours)

Figure 18 : Variation du I’acidité titrable du yaourt brassé durant 28 jours de stockage a

6°C

Les résultats de I’évolution du I’acidité titrable du yaourt brassé durant le stockage a 6°C
montrent une augmentation de celle-ci de 88 °D (a Jy) jusqu’a 106 °D (a J,g), mais qui reste

toujours conformes aux normes de Danone.

Selon la (FAO, 1995), le maintien des yaourts au froid n’arréte pas completement 1’activité

métabolique, bien que lente, la production d’acide lactique se poursuit.
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Résultats et Discussion

I11.1.3.Variation de la matiere grasse (MG)
Les résultats de la variation de la MG du produit fini durant 28 jours de stockage a 6°C sont
représentés dans le tableau IV et la figure 19.

Tableau IV : Evolution de la matiere grasse du yaourt brassé durant le stockage a 6°C

Jours Jo J7 J14 J21 st
MG (%) 3 3 3 3 3

Normes de
Danone

2,7-3,00

MG (%)
3.5
3

2,5
2

1,5
1

0,5

0 T T T T 1

7 14 21 2
10 ! ! ! Tem{)sg(jours)

Figure 19 : Variation de la matiére grasse du yaourt brassé durant 28 jours de stockage

a6°C
Les résultats de I’évolution de la MG du yaourt brassé durant le stockage a 6°C montrent
une stabilité a 3% de Jg a Jog et une conformité aux normes de Danone.
Selon la FAO (1995), la graisse :

- Confere de I’onctuosité ;
- Masque I’acidité ;

- Améliore la saveur.
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II1.1.4. Variation de I’extrait sec total (EST)
Les résultats de 1’évolution de I’EST du produit fini durant 28 jours de stockage a 6°C sont
représentés dans le tableau V et la figure 20.

Tableau V : Evolution de ’EST du yaourt brassé durant le stockage a 6°C

Jours Jo J7 J14 J21 st
EST (%) 24,25 24,07 23,88 23,66 23,20
Normes de
Danone 23,09 - 26,59
EST (g)
24.4
24,2 =

\
23,8

23,6 \

234 \\
232

23
22,8

22,6 T T T T 1
JO J7 J14 J21

J28
Temps (jours)

Figure 20 : Variation de PEST du yaourt brassé durant 28 jours de stockage a 6°C

Les résultats de 1’évolution de I’EST du yaourt brassé durant le stockage a 6°C montrent
une légere diminution de 24,25 (a Jo) jusqu’a 23,20 (a J,g), mais qui reste toujours conformes

aux normes de Danone.

Cette 1égere diminution selon Leveau et Bouix, 1993, s’explique par la cinétique de
I’hydrolyse des sucres par les complexes enzymatiques ainsi que par I’activité protéolytique

des bactéries lactiques.
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II1.1.5. Variation de la viscosité

Les résultats de la variation de la viscosité du produit fini durant 28 jours de stockage a 6°C

sont représentés dans le tableau VI et la figure 21.

Tableau VI : Evolution de la viscosité du yaourt brassé durant le stockage a 6°C

Jours Jo J7 J14 J21 st
Viscosité (g) 24,2 25,8 26,3 27,9 29
Normes de 21-25 24 -28 28-32

Danone

30
29
28
27
26
25
24
23
22
21

Viscosité (g)

JO

J7

J14

J21

J28
Temps (jours)

Figure 21 : Variation de la viscosité du yaourt brassé durant 28 jours de stockage a 6°C

Les résultats de I’évolution de la viscosité du yaourt brassé durant le stockage a 6°C

montrent une augmentation de celle-ci de 24,2 g (a Jo) jusqu’a 29 g (a J,g), mais qui reste

toujours conformes aux normes de Danone.

Cette augmentation de la texture est expliquée d’apres (Corrieu et Luquet, 2008), par les

bactéries lactiques qui sont capables de produire des exo-polysaccharides (EPS) dont

I’accumulation provoque une augmentation de la viscosité des milieux.
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Résultats et Discussion

I11.2. Résultats des analyses microbiologiques

I11.2.1. Résultats de dénombrement des bactéries lactiques

Les résultats de dénombrement des ferments lactiques au cours de fabrication a partir de la

cuve (yaourt semi-fini) et apres le conditionnement dans des pots (produit fini) durant 28

jours de son stockage a 6°C sont représentés dans le tableau VII et la figure 22.

Tableau VII : Résultats de dénombrement des ferments lactiques au cours de

fabrication du yaourt brassé, et durant le stockage a 6°C

Yaourt semi-fini

Yaourt fini

Apres Apres
pasteurisation | décaillage lo I Jus = Js
S. thermophilus 0 32,7x107 | 32,7x107 | 31,3x107 | 26,3x107 | 24x10” | 22,6x10’
(UFC/ml)
L. bulgaricus 6 6 6 6 6 6
(UFC/ml) 0 31,3x10 31,3x10 27x10 25x10 22,7x10° | 19,8x10
Normes de 0 min 10°
Danone
35
E ‘\\
S| 30
% \
; 20
g == S, thermophilus
@ 15 ==/ bulgaricus
S 10
=
2| s
2z e o e -
j&; 0 T T T 1
]
g JO 17 J14 121 128 Temps Gjours)

Figure 22 : Evolution des bactéries lactiques du yaourt brassé durant 28 jours de

stockage a 6°C

D’apres les résultats de dénombrement des bactéries lactiques illustrés en tableau VII et

figure 22, nous remarquons :

v" Une absence totale des ferments lactiques (0 UFC/ml) du yaourt semi-fini prélevé en

fin de la pasteurisation a (95°C/5min).
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v" Une conservation du nombre de probiotiques ensemencés ; absence de fuite des

probiotiques dénombrés apres décaillage (yaourt semi-fini) et en fin de fabrication
(yaourt brassé conditionné).

Une prédominance de S. thermophilus dont le dénombrement a montré que le nombre
de ce dernier est bien plus supérieur a celui de L. bulgaricus, pendant toute la durée
de stockage. Ceci est expliqué par le choix des fabriquants qui privilégieront soit les
ferments acidifiants ou texturants (Mahaut et al, 2000).

Une diminution du nombre des bactéries lactiques pendant le stockage, de 32,7 x 10’ a
22,6 x 10" UEC/ml pour S. thermophilus, et de 31,3x10° 2 19,8x10° pour L.
bulgaricus. Elle est due a :

La température défavorable a la croissance (6°) (Hui et al., 2004) ;

D’apres (Beal et Sodini, 2001) la température optimale de développement de S.
thermophilus est de 42°C a 45 °C, et entre 37°C a 42 °C pour L. bulgaricus.

Selon la (FAQO, 1995), le maintien des yaourts au froid empéche la multiplication
bactérienne.

L’épuisement des nutriments (surtout le lactose par sa transformation en acide
lactique) (Corrieu et Luquet, 2008).

L’ auto-inhibition des ferments par le pH voir méme la mort de certaines bactéries.

I11.2.1.1. Résultats microscopiques

Les bactéries lactiques absorbent la couleur de cristal violet et apparaissent violettes, car la

couche de peptidoglycane de leurs parois (Gram +) est trés épaisse, et constitue donc une

barriere imperméable a la décoloration par 1’alcool.

Les Streptocoques apparaissent en forme de coques isolés ou reliés en chainettes plus
ou moins longues, immobiles.
Les Lactobacilles apparaissent en forme de batonnets (bacilles) isolés ou attachés en

file, immobiles (Annexe IV).
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I11.2.2. Résultats de recherche des germes contaminants

Les résultats de la recherche et dénombrement des différents germes contaminants du yaourt

effectués sur le produit fini a Jy sont représentés dans le tableau VIIIL.

Tableau VIII : Résultats des analyses microbiologiques des germes contaminants

effectuées sur le produit fini

Germe recherché Résultat Norme

(Cl}jelr:r(rjl;als gt;)taux aérobies mésophiles Abs 102
Coliformes totaux (UFC/1g) Abs 10
Coliformes fécaux (UFC/1g) Abs 01
Entérobactéries (UFC/1g) Abs Abs
Levures (UFC/1g) Abs 10°
Moisissures (UFC/1g) Abs Abs
Clostridium sulfito-réducteurs (UFC/1g) Abs Abs
Staphylococcus aureus (UFC/1g) Abs 10
Salmonelles (UFC/25g) Abs Abs
Listeria (UFC/1g) Abs Abs

Les résultats des analyses microbiologiques illustrés en tableau VIII montrent une absence

totale de tout germe recherché (pathogeénes, d’altération, et de contamination fécale).

Ceci témoigne que le processus et les conditions de fabrication sont bien maitrisés, et que la

matiere premiere utilisée est de bonne qualité microbiologique et hygiénique.
Ces résultats pourraient étre expliqués également par :

v La pasteurisation, qui a pour but la destruction de tous les germes pathogénes (Luquet,
1990).

v" Le pH acide du yaourt qui est inférieur a 4,5 constituant un milieu défavorable pour le
développement des micro-organismes (Bourgeois, 1996).

v' L’acide lactique, qui inhibe le développement des germes pathogénes, et constitue une

bonne protection pour le yaourt (Vierling, 1999).
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v' La conservation des yaourts au froid, qui a pour effet de ralentir les réactions
enzymatiques et chimiques. Par conséquent de ralentir aussi la multiplication des micro-

organismes (Spinnler, 2004).

56



Conclusion




Conclusion

La série des analyses réalisées, et le suivi jusqu’a la DLC a 6°C des ferments lactiques
d’un yaourt brassé fruité fraise produit le 16 avril 2017 par la laiterie Danone de Blida nous

ont permis d’aboutir aux résultats suivants :

Pour les analyses physico-chimiques, nous avons constaté une diminution de I’EST, du
pH, accompagnée d’une augmentation de 1’acidité titrable et de la viscosité, mais qui reste

dans les normes, avec une stabilité de la MG.

Ceci suggere que la conservation du yaourt au froid a pour effet de ralentir les réactions
enzymatiques et chimiques, et s’explique par la production d’acide lactique par les
bactéries lactiques en hydrolysant le lactose, et par la production des EPS qui conferent de

la texture.

Quant aux analyses microbiologiques, nous avons remarqué une absence totale des
germes pathogenes et des indicateurs de contamination fécale, qui témoignent de

I’efficacité de procédé de pasteurisation, et montrent I’effet inhibiteur de 1’acide lactique.

Une conservation plus ou moins relative du nombre de probiotiques ensemencés et celui
retrouvé en produit fini conditionné a été noté, avec une prédominance de S. thermophilus
par rapport au L. bulgaricus qui est expliquée par le choix des fabriquants qui privilégient

les ferments texturants qu’acidifiants.

Le dénombrement des ferments jusqu’a la DLC a montré une diminution graduelle, mais
qui reste conforme aux normes. Ceci est expliqué par le pH acide et le froid qui inhibent

leur croissance.
Tous ces caracteres pourraient avoir plusieurs causes :

- L’utilisation d’une matiére premiére de bonne qualité.
- Bonnes conditions de fabrication et de stockage, y compris 1’hygiene d’équipements et

des personnels.

A la lumiére des résultats obtenus, nous pouvons conclure que le yaourt analysé est de
bonne qualité physico-chimique et microbiologique, et ne constitue aucun risque pour la

santé du consommateur.
Par ailleurs, la diminution du nombre de probiotiques utilisés en début et en fin jusqu’a

DLC n’est que normale et montre qu’économiquement il n’y a pas d’impact sur le coup de
reviens de ce yogourt.
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Figure 1 : Principales voies fermentaires des bactéries lactiques (Larpent et al., 1994)




Annexe I1

Tank de maturation (cuve)

[ Reconstitution ]
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du lait Sucre Amidon Eau traitée 3. Chloration
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[ Hydratation ]
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Figure 2 : Diagramme de fabrication du yaourt brassé fruité, morceaux de fraise selon
Danone
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L. Matériels utilisés pour les analyses physico-chimiques
Equipements et appareillage

pH metre

Centrifugeuse électrique

Balance électrique de précision

Spatule métallique

Coupelles en aluminium

Réfrigérateur a 6°C

Thermo-balance (balance dessiccatrice)
Viscosimetre

Butyromeétre gradué

Acidimetre

Réactifs

Acide sulfurique

Alcool iso-amylique

Soude NaOH 0,11mole/l (1/9 N)
Phénophtaléine

Solution tampon a pH =7, 4 et 10.

IL. Matériels utilisés pour les analyses microbiologiques

Equipements, appareillages et verreries
Hotte lumineuse

Etuves réglables a 25°C, 30°C, 37°C et 44°C
Bain marie

Microscope photonique

Autoclave

Portoir métallique

Bec benzene

Agitateur magnétique

Boites de pétri

Flacon de 225 ml

Pipettes stériles

Pro-pipette

Annexe 11




Bécher

Tubes a vis

Anse de platine

Lames et lamelles

Pince

Milieux de culture

Milieu TSE (Tryptone Sel Eau)

Gélose MRS (Man, Rogosa et Sharpe)
Gélose M 17 (Mannitol ou Terzahi)

Gélose PCA (Plat Count Agar)

Gélose VRBL (Lactose Bilié au Cristal Violet et au Rouge Neutre)
Gélose VRBG (Glucose Bilié au Cristal Violet et au Rouge Neutre)
Gélose OGA (Oxytetra-cycline Glucose Agar)
Gélose VF (Viande-Foie)

Bouillon GC (Giolitti Cantonii)

Gélose Chapman

Bouillon SFB (Bouillon au Sélenite-Cystine)
Gélose Hektoen

Bouillon Frazer-demi (1/2)

Bouillon Frazer

Gélose Palcam

Réactifs et additifs

Ampoule d’alun de fer a 5%

Ampoule de sulfite de sodium a 5%
Ampoule de téllurite de potassium a 1%
Ampoule de violet de gentiane

Ampoule de lugol

Ampoule de fuschine

Solutions

Eau distillée

Alcool

Huile a immersion
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Compositions des milieux de culture (g/l)

v TSE
15 0] 10) 1 SO SRR PRPRRPP g
Chlorure de sodium (NACI).......ooiiiii i et 8,5¢
Eau distillée. ..o 1000 ml
pH=7

v" Gélose MRS
POPIONE. .. e 10g
Extrait de vIiande..........o.ooiiiiiii e 10g
EXtrait de IeVUIe. ... e S5g
GIUCOSE. ettt e e 20g
TWEEI Q0. ettt et e g
Citrate d’ amMONIUIN. . ..outtette ettt et et e e e et e et e e enaeeaas 2g
Acétate de SOATUML. ..ottt e e S5g
Sulfate de magnésium (MnSOyg)......coviiiiit vt 0,1g
Sulfate de manganese (MgSO4).....ovniiiiiiiii e 0,05¢g
Phosphate disodique. ........couuiiniiiiii e 2g
N 15¢
Eau distillée. ... ..o 1000ml
pH=26,5

v' Gélose M17
30 01701 3T P 2,5g
Peptone de vIande..........ooouiiiuiiiii i e 2,5¢
Peptone de SOja......cuiiniii i e S5g
| 25 Qs (o (=) 74 1 (=R 2,5¢
Extrait de vIiande............ooiiiiiii e Sg
57 Tt 1 ] P S5g
Glycérophosphate de SOdiUm........o.oviiiii i 19¢g
Sulfate de MagnéSiumL..........c.oiiuiiiii i e e 0,25¢g
ACIAE ASCOTDIQUE. ... ettt et e 0,5g
N T . | O 15¢
Eau distillée. ... ..o, 1000ml

pH=17,1
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v" Gélose PCA

Peptone de Caséine. ...........oiuuiiiiiii i S5g
| 25 Qs s (o (=) 74 1 (=P 2,5¢
6 L1070 ] g
N 15¢
Eau distill€e. ..o 1000ml
pH=7

v" Gélose VRBL
PEPIONE. ..o e g
EXtrait de IeVUTIe. ..o 3g
SIS DILIAITES . . . .ottt e e e e 1,5¢
7 107 101 P 10g
Chlorure de SOAIUIML. .....uu it e e e e Sg
ROUZE NEULTE. . ..o e 0,03g
(@5 11 7:1 I T0) (< 0,002¢g
N 1 N 13g
Eau distill€e. .......ooneii e 1000ml
pH=74

v" Gélose VRBG
POPIONE. ..o e g
EXtrait de IeVUIe. ... 3g
SIS DIIAITES. . .ttt ettt e et e 1,5¢
GlUCOS . ettt et e 10g
Chlorure de SOAIUIM. .. ...ttt et e e e e e neee e naeeaas S5¢g
ROUZE NEULIE. . ...ttt e e e e e e s 0,03¢g
(035 1] 7:1 A T0 ) 1< S 0,002¢g
N PN 13g
Eau distillée. ... ..o 1000ml
pH=74

v' Gélose OGA
ExXtrait de IeVUTIe. ..o Sg
GIUCOS. ettt e e 20g
N 1 12¢g
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Eau distillée. ..o e 1000ml
pH=7

v" Gélose V.F
Peptone viande-foi€..........oviiiiiiii i e 30g
GIUCOSE. ettt e e e 2g
AmiIdon SOIUDIE. ... 2g
SUITULE dE SOIUIMNL. . ..ottt ettt e e e 2,5¢
Citrate ferrique ammoniacal............c.vviiiiiiiiiiit i e e 0,05¢g
N I1g
Eau distillée. ..o 1000ml
pH=17,6

v" Bouillon G.C
30 011013 T 10g
Extrait de viande............ooiiiiiii e S5g
EXtrait de IeVUIC. .. .ot S5¢g
L 771 13T 1,2g
MaANNItol. . ..o e 20g
Pyruvate de soditm..........ooiiiiii e 3g
Chlorure de SOAIUIM. .. ..uuu ettt et e e et e e e e e e ereaee e S5¢g
Chlorure de Ithium.........o.oiiii e e e eae e S5¢g
) 1 T S g
Eau distillée. ..o 1000ml
pH=6,9

v" Gélose Chapman
POPIONE. .ot e 8¢g
EXtrait de IeVUIe. ... e 2g
Lactalbumine. .......o.uooiii e 3g
Chlorure de SOAIUIM. .. ...uuie et e e e et e e e e e ae e e 30g
1L 3310 P 10g
Rouge de phénol....... ..o 0,0225¢g
Chlorure de Iithium...........ooiiii e g
L6 77103 T 1g
Pyruvate de SOAIUML. ...ttt e e e e e e eaees 3g
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Eau distillée. ..o 1000ml
pH =74

v Bouillon SFB
Peptone de CaSEINe. .........uivriii it e S5¢g
I T 4] ) 1t 0,01g
Phosphate de SOdium............ooiiiiiii e 4g
7 107 101 Ot 4g
Eau distillée. ... ..o 1000ml
pH=7

v Gélose Hektoen
Peptone pepsique de viande...........ooouiiiiiiiiiii e 12¢g
EXtrait de JIeVUIC. .. .ot e e 3g
57 ot 1 ] PPt 12¢g
SACCRATOSE. ...t 12¢g
A 103 1< 2g
L] F 0 2§ 9¢g
Chlorure de SOAIUIML. .. ...uu ittt Sg
Thiosulfate de SOdTUML. ... ..ot e Sg
Citrate ferrique ammoniacal............c.oiiuiiiiiiiit i i 1,5¢
Bleu de bromothymol.........o.oiiiiii e 65mg
Fuchsine acide. .........oooiiiiii 40mg
N 1 e . | P 13,5¢g
Eau distillée. ... ..o 1000ml
pH=17,6

v Bouillon Frazer-demi
80 0170 3 T P 10g
Extrait de viande............ooiiiii e S5g
EXtrait de IeVUIe. ..ot S5g
Chlorure de SOAIUIM. .....uutt e et ettt e e e e e anaeens 20g
Phosphate de sodium dibasique. ............ooiuiiiiiiiiii i 9,6g
Phosphate de potassium monobasique. .............ceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 1,35¢
o 11 1 1 g
Acide NAlIdIXIQUE. ...ttt e e e e 0,01g

Acriflavine HCL. . ...t e e 0,0125¢
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Chlorure de Iithium...........ooiiii e 3g
Citrate ferrique ammoniacal.............coooiiiiiiii i e 0,5¢
Eau distillée. ... ..o 1000ml
pH=7.2
v Bouillon Frazer
POLYPEPLONE. ...t e 10g
Extrait autolytique de 1evure...........c.cooieiiiiiii e S5¢g
Extrait de vIande. .........o.oiiiiiiii e 5¢g
Chlorure de SOAIUIML. .....ouu it e e 20g
Phosphate monopotasSiQUE. .........evuteitiiit i 1,35¢g
ESCULINE. ...t e e e g
Chlorure de Ithium.........ooiiiiii e e 3g
Acide NAlIdIXIQUE. ...t e 20mg
Acriflavine (chlorhydrate).......... ..o 25mg
Citrate de fer III ammoniacal........cooouunniieeeiee e e ns 0,5¢g
Eau distillle. ... 1000ml
pH=7,2
v Gélose Palcam

Bacto Columbia Blood Agar Base.............ccoeiiiiiiiiiiie 39¢
A 3310 ) 10g
(€3 L TTe 1T PR 0,5g
ESCULINE. ... .o e lg
Citrate d’ammonium ferriqUe.........o.viiniiii i e ereen s 0,5g
Chlorure d’ammonium feITIQUE. ........ovuitett et eee e e 0,5g
Chlorure de Ithium...........oiiiii e e e e, 15¢g
Rouge de phénol....... ..o 0,08¢g
)5 (O le A T3 5 i 4 1 TR 0,005¢g
Sulfate de polymyxine B.........cooiiiiii 0,01g
@S {72 VA6 1 1 (< 0,008g
GELOSE BACTO. ...ttt e 2g
Eau distillée. ..o 1000ml

PH=7,2
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pH métre Balance dessiccatrice électronique
(thermo-balance)

Viscosimeétre

Butyrométre Centrifugeuse
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Bain marie Autoclave

Hotte lumineuse

Etuves a 37, 25 et 30 °C
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Agitateur magnétique Microscope photonique
(plaque chauffante)

Yaourt brassé fruité fraise Ferments lactiques
(produit fini)
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Milieux de culture

Streptococcus thermophilus Lactobacillus bulgaricus

Différents germes recherchés



Annexe IV

L. bulgaricus S, thermophilus

Coloration de Gram (objectif x 40)

L. bulgaricus 5. thermophilus
Coloration de Gram (objectif x 100)

L. bulgaricas 8. thermophilus
Examen a I’etat frais (objectif x 40)



