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Introduction

Les bactéries lactiques sont des microorganismes de catégorie alimentaire qui présentent
un grand intérét dans 1’industrie et sont largement utilisées dans la fermentation des maticres
premieres animales et végétales. Elles sont devenues les principaux candidats probiotiques par
leurs effets bénéfiques sur la santé humaine et animale (Gorbach, 1996). Par leurs propriétés
acidifiantes, aromatisantes et texturantes, elles assurent une bonne sécurité alimentaire des
produits transformés. Cette sécurité est favorisée grace a la production d'une large gamme de
composés notamment, les acides organiques (acides lactique et acétique) qui font baisser le
pH dans le milieu (Carine et al., 2009).

Les bactéries lactiques sont aujourd’hui employées sous forme de ferments concentrés dans
les industries de fermentation, dont l'une des plus importantes est l'industrie laitiere.
L'isolement et la sélection des microorganismes de leurs milieux naturels sont parmi les
méthodes les plus employées par les microbiologistes pour I'obtention de nouvelles souches
plus performantes destinées a des fins industrielles (Béal et al., 2008).

L'utilisation maitrisée de ces bactéries dans ces industries nécessite une préalable
connaissance de leurs principaux processus métaboliques, de leurs interactions avec les autres
microorganismes, et de leurs mécanismes de défense. Une large gamme d'activités
métaboliques et propriétés sont recherchées chez ces bactéries pour un usage industriel, telle
que l'acidification, la protéolyse, la production de polysaccharides, etc. (Zadi, 1998).

En Algérie, un intérét particulier, est donné aux bactéries lactiques locales du lait cru et de
nombreux travaux ont fait 1’objet de publications (Karam, 1995 ; Zadi, 1998 ; Guessas et
Kihal, 2004 ; Bekhouche, 2006 ; Idoui, 2008 ; Hassaine, 2013).

Le beurre cru est un produit laitier algérien, fabriqué a partir du lait cru entier par des
méthodes traditionnelles. La fermentation du lait cru aboutit & la formation d'un lait caillé
appelé (Rayeb) qui est baratté jusqu’a la séparation des grains de beurre. Il est conditionné par
la suite dans des pots en plastique fermés hermétiquement et entreposés a une basse
température. Ce produit cru n’ayant pas subit au préalable un traitement thermique et contient
au minimum 82% de matiére grasse selon la réglementation algérienne.

Un autre produit dérivé du lait est la creme fermentée dont les principaux types sont la creme
sure et la creme fraiche. La creme sure, est un produit laitier fermenté qui revient sous
différents noms et formes a I'échelle mondiale. Elle est riche en matiéres grasses, et obtenue
par fermentation de la créme par des bactéries lactiques produisant de I'acide lactique. Elle est
tres utilisee aux USA, en Europe de I'est et centrale ainsi qu'en pays anglo-saxons (Marth et
Steele, 2001).
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Introduction

Les objectifs de ce travail consistent en une caractérisation de la microflore lactique indigene
du beurre traditionnel fabrique a partir du lait cru provenant de la région d’El Eulma (wilaya
de Sétif) ; une étude de leurs aptitudes technologiques puis constitution de ferments mixtes
mésophiles dans le but d’étre utilisés dans la fabrication industrielle de la creme sure. Des
contrbles de qualité physicochimique et microbiologique de la matiére premiere et des
différents produits sont effectués.

Ce présent travail permettra également, d’enrichir le patrimoine national en microflore
lactique indigéne.

Le mémoire est structuré en trois principales parties, en plus de I’introduction et de la
conclusion générale. La premiére partie est une revue bibliographique mettant I’accent sur les
bactéries lactiques, la créeme laitiere et le beurre. La deuxiéme partie présente la démarche
optée. Elle traite les analyses physicochimique et microbiologique réalisées, les techniques
d’identification des bactéries lactiques, 1’évaluation de leurs aptitudes technologiques suivies
des étapes de fabrication industrielle de la creme sure. Enfin, la troisieme partie regroupe les

principaux resultats obtenus et leurs discussions.
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Chapitre 1 : Bactéries lactiques

1- Définition des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont définies comme un groupe omniprésent et hétérogéne mais
une caractéristigue commune permet cependant de les unifier en un seul et vaste groupe : leur
capacité a fermenter les hydrates de carbone en acide lactique (Dellaglio et al., 1994). Elles
partagent en outre, un certain nombre de caractéeristiques communes, qui forment la base de
leur classification. Ce sont des bactéries vivantes, hétérotrophes, a Gram positif, asporulées,
anaérobies mais aérotolérantes, apigmentées, immobiles, oxydase et catalase négatives.
Cependant, Lactobacillus sakei et Lactobacillus plantarum possédent une catalase héme-
dépendante qui peut étre active sur les produits carneés.
Sur la base des caractéristiques de fermentation, les bactéries lactiques sont homofermentaire
ou hétérofermentaire (Dortu, 2008), et tolérent des pH acides. Cette derniere propriété est
utilisée en agroalimentaire pour acidifier le milieu et empécher le développement des
bactéries pathogénes et d'altérations (Nielsen et al., 2008). Le contenu en GC de leur ADN
varie de 33 a 54%, ce qui les classe parmi les bactéries a faible pourcentage en GC (Muto et
Osawa, 1987).
Les bactéries lactiques ont des exigences nutritionnelles complexes pour les acides aminés, les
peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les sucres fermentescibles (Dellaglio et al.,
1994).

2- Classification des bactéries lactiques

La premiere classification des bactéries lactiques a été établie en 1919 par Orla-Jensen,
basée sur le phénotype (morphologie, biochimie et physiologie) (Lahtinen et al., 2011).
Les bactéries lactiques peuvent étre divisées en bacilles et coques, le genre Weissella, est le
seul genre qui comporte a la fois des bacilles et des coques (Ho et al.,, 2007). La
caractérisation physiologique inclue, principalement, la détermination de I’intervalle de
température et de salinité. L’aspect biochimique s’intéresse, spécialement, a la production de
gaz a partir de glucose (Sperber et Swan, 1976), a I'hydrolyse de l'arginine (Montel et
Champomier, 1987), a la détermination du profil d’hydrolyse des sucres, et a la configuration
de l'acide lactique (Gutmann et Wahlfeld, 1974).
La croissance a différentes températures est utilisée pour distinguer les coques entre eux. Les
Enterococcus classiques croissent entre 10°C et 45°C, les Lactococcus et Vagococcus a 10°C,
mais pas a 45°C. En général, les Streptococcus ne se développent pas a 10°C. La tolérance au
sel peut également étre utilisée pour différencier les Enterococcus, Lactococcus/Vagococcus
et Streptococcus. Seul le genre Tetragenococcus tolére une concentration de 18% (p/v) de
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Chapitre 1 : Bactéries lactiques

NaCl. La capacité a croitre en conditions acides et/ou alcalines peut également étre utilisée.
Les Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Tetragenococcus et Vagococcus peuvent se
développer a des valeurs de pH plus élevées que les autres bactéries lactiques (Axelsson,
2004).

L'approche moléculaire de la taxonomie, et plus particulierement, I'nybridation ADN-ADN et
le séquencage du gene de I'ARNr 16S ont permis d'affiner cette classification. Elle a abouti a
la separation du genre Streptococcus en Streptococcus sensu stricto, Lactococcus et
Enterococcus (Schleifer et al., 1995). De méme le genre Carnobacterium a été créé pour
regrouper des especes de Lactobacillus proches (Collins et al., 1987), et les genres
Tetragenococcus et Aerococcus sont issus du genre Pediococcus dont ils forment des lignées
phylogénétiques distinctes (Collins et al., 1990). Enfin le genre Oenococcus a été créé pour
regrouper des bactéries isolées du vin et précédemment classées dans le genre Leuconostoc
(Dicks et al., 1995).

Par ailleurs, Les méthodes de typage moléculaire telles que I'électrophorése en champ
pulsé (PFGE), la réaction de polymérisation en chaine utilisant des éléments répétés (REP-
PCR), ainsi que les restrictions de la longueur des fragments polymorphisme (RFLP) sont
extrémement précieux pour la caractérisation et la détection des bactéries lactiques (Holzapfel
etal., 2001).

Le tableau 1 donne les principales caractéristiques phénotypiques des bactéries lactiques (Von
Wright et Axelsson, 2012).
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Chapitre 1 : Bactéries lactiques

Tableau 1 : Genres commun des bactéries lactiques et leurs caractéres différentiels (Von Wright et Axelsson, 2012)

Famille Genre forme Caractéristiques
3 3 3 3 8 « 8 ©
v @ X A o
S8l52 |50 |§20|820gT g2 |82 38
O S|.2 S @9 2 ¢ S22 o g2 %_ Rz, jc:;_ > & 5
U Z_m 8 ] 8 © E T 8 G E o] 8 .G :c C_U
@) @) @) @) @) @)
Aerococcaceae Aerococcus Cocci
(Tétrades) - + - + - - + L
Carnobacteriaceae | Carnobacterium Bacilles - + . ND¢ . ND . L
Enterococcaceae Enterococcus Cocci . + + + - + + L
Cocci
Tetragenococcus (Tétrades) - + - + + - + L
Vagococcus Cocci
(Tétrades) - + - - - \ - L
Lactobacillaceae Lactobacillus Bacilles Vv Vi Vi Vv ) Vv ) D. L DL®
Leuconostocaecae Pediococcus Cocci .
(Tétrades) - \ \ \ - + - L, DL
Leuconostoc Cocci?® " + _ v ) Vv ) D
Oenococcus Cocci + + - Vv - Vi - D
Weissella Cocci/Bacilles® | + _ v ] v ] D DL®
Streptococcaceae Lactococcus® Cocci . + . . . vV . L
Streptococcus Cocci . . Vi . - - - L

V, Variable ; ND, non déterminé ; a, dans I’ancienne littérature les lactocoques sont référées aux Streptocoques group N ; b, cocci ou bacilles ; c, faible
quantité de CO;selon le milieu ; d, absence de croissance a 8% NaCl ; e, production d’acide lactique D, L ou DL est variable selon 1’espéce.
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Chapitre 1 : Bactéries lactiques

3- Habitat et caractéristiques des principaux genres

Les bactéries lactiques sont généralement associées aux habitats riches en nutriments,
comme divers produits alimentaires. Elles sont associées aux produits laitiers, céréaliers et
carnés, aux poissons, a la biére, aux vins, aux fruits, aux léegumes marinés, a la choucroute, et
aux ensilages (Horvath et al., 2009).
Les bactéries lactiques peuvent vivre en symbiose entre elles et avec un héte. Ainsi, le
tractus gastro-intestinal des mammiféres est colonisé par des especes des genres
Lactobacillus, Leuconostoc, et Weisseilla. Par ailleurs, I’appareil génital des femmes contient
des Lactobacillus, auxquelles il apporte des nutriments comme le glycogéne (Pirotta et
al., 2004 ; Falagas et al., 2006).
Les principaux genres de bactéries lactiques sont : Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium, Carnobacterium,

Tetragenococcus, Oenococcus, Vagococcus et Weissella (Horvath et al., 2009).

3-1- Streptococcus

Les espéces de Streptococcus ont été parmi les premiéres bactéries a étre reconnus par les
microbiologistes en raison de leur implication dans un grand nombre de maladies humaines et
animales (Brown, 1919 ; Schottmiller, 1903).
Les cellules sont généralement, de formes sphériques ou ovoides disposées par paires ou en
chaines. La formation de chaine est plus clairement observée dans des cultures liquides, et il
est difficile de distinguer ce genre des Enterococcus, Leuconostoc et Lactococcus sur une
base morphologique (Wijtzes et al., 1997).
La seule espéece utilisée en technologie alimentaire est Streptococcus thermophilus (Hols et
al., 2005), elle est isolée du lait pasteurise, et des levains artisanaux (Bekhouche, 2006). Sa
température optimale de croissance est d'environ 42°C. Cependant, elle est incapable de
croitre a des valeurs de pH supérieures a 9,6, a une concentration égale ou supérieure a 4%
(p/v) de NaCl et en présence de 0,1% (p/v) de bleu de meéthyléne. Cette espéce produit de
I'acide lactique uniquement a partir de quelques sucres (fructose, glucose, mannose, lactose et
saccharose) (Klaenhammer et al,, 2002) et de 1’acétaldéhyde a partir de certains acides aminés
comme la thréonine issue de la protéolyse (de Roissart et Luquet, 1994).
Suite a une vaste révision taxonomique de Streptococcus et la découverte de nouvelles
especes, il comporte plus de 100 especes et sous-espéces dont le contenu en guanine et

cytosine est compris entre 35 et 46% (Zhang et al., 2013).
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Chapitre 1 : Bactéries lactiques

3-2- Lactococcus

Les especes de ce genre sont également isolées des végétaux et des produits laitiers (lait
cru, lait fermenté, beurre, fromage) (Bachmann et al., 2012).
La morphologie cellulaire commune des lactocoques est ovoide ou sphérique de diametre de
0,5-1,0um et associées en paires ou en chainettes. lls se développent habituellement dans la
gamme de tempeérature 10-40°C, bien que certaines especes puissent se développer a des
températures aussi basses que 7°C aprés une incubation prolongée de 10 a 14 jours. Les
cultures se développent dans 4% (p/v) de NaCl. Cependant, Lactococcus lactis subsp.
Cremoris tolére seulement 2% (p/v) de NaCl mais ne pousse pas a pH 4,5 (Sakala et al.,
2002).
Lactococcus Lactis subsp. Lactis posséde un plasmide encodant la dégradation du citrate en

diacétyle, molécule aromatique responsable de I’ardme du beurre.

3-3- Enterococcus

Les entérocoques sont présents naturellement dans les eaux usées, eau douce, eau de mer,
sur les végétaux, le lait et les produits laitiers, les produits carnés et les produits de la péche
(Devriese et al., 2002 ; Foulquie-Moreno et al., 2006). lls ont été également isolés
des intestins, des matiéres fécales et de la peau de ’homme et des animaux (Felis et Dellaglio,
2007).
Ce genre forme des cogues qui se présentant de maniere isolé, en paires, en chainettes ou en
amas et leur morphologie peut varier selon les conditions de culture (Devriese et al., 2002).
Par ailleurs, il est caractérisé par ses capacités a croitre a des valeurs de pH élevées, de résister
a I’acidité, et de se développer en présence de concentrations salines élevées (Ruiz-Moyano et

al., 2008).

3-4- Leuconostoc

Les especes de ce genre sont isolées des viandes stockées, des végétaux, des produits
laitiers fermentés et des vins (Thunell, 1995). Elles forment des cellules sphériques, souvent
allongées, et disposées en paires ou en chaines (Tanigawa et Watanabe, 2011). Leur
métabolisme est de type hétérofermentaire avec production d'acide lactique, de CO, et
d’éthanol. La croissance est optimale entre 25°C et 30°C. Le développement des Leuconostoc

entraine, souvent, l'apparition d'une viscosité dans le milieu (Guiraud, 2003).
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3-5- Pediococcus

Les espéces du genre Pediococcus sont présentes surtout dans les végétaux en
décomposition, parfois dans les boissons alcoolisées, le lait, les différents fromages et les
préparations culinaires (saucisses, anchois salés ou sauce de soja) (Bekhouche, 2006).
Les cellules sont sphériques, organisées en diplocoques ou en tétrades (Simpson et Taguchi,
1995). Selon les especes, la température optimale de croissance varie de 25°C a 40°C. Ce
genre possede, généralement, une faible activité protéolytique, et est incapable d’utiliser le
lactose, et de coaguler le lait (Renouf et al., 2006). Le métabolisme des glucides est de type

homofermentaire (Holzapfel et al., 2009).

3-6- Lactobacillus

Les lactobacilles sont souvent associés au tractus gastro-intestinal des mammiferes ainsi
qu’aux végétaux. Beaucoup d’espéces sont utilisées en tant que probiotiques pour la santé
animale ou humaine (Hammes et Hertel, 2009 ; Lysiane, 2012).
Il s’agit de bacille généralement allongé, parfois groupés en paires et en chaines. Il regroupe
des especes homolactique et hétérolactique produisent des acides volatils, de I’éthanol et du
CO; en plus de I’acide lactique (Guiraud, 2003).
Des membres de ce genre sont également, capables de croitre a des valeurs de pH entre 3,0 et
8,0 et sur une gamme de température allant de 2°C a 53°C et dont I’optimum est compris
entre 30°C et 40°C et pour un pH de 5,5 a 6,2 (Salvetti et al., 2012).

3-7- Bifidobacterium

Ce genre est ajouté aux bactéries lactiques a cause de la similarité de ses propriétés
physiologiques et biochimiques, a sa présence dans le méme habitat écologique tel que le tube
gastro-intestinal que les bactéries lactiques. Il est également utilisé en industrie laitiére.
Cependant phylogénétiquement, ce genre est éloigné des bactéries lactiques. Il a un
pourcentage en GC supérieur a 50% (phylum des Actionbacteria) alors que les bactéries
lactiques ont une teneur en GC inférieure a 50% (Phylum des Firmicutes) (Holzaptel et al.,
2001).
Les bifidobactéries sont des batonnets, a Gram positif, asporulés, immobiles, de formes
variées, légérement incurvées et en forme de massue ; elles sont souvent ramifiées (Felis et
al., 2007). Les batonnets peuvent étre isolés, en amas ou en paires de formes V. La
température de croissance varie de 36°C a 43°C (Ho et al., 2007).
Toutes les especes du genre Bifidobacterium utilisent une voie particuliere métabolique (le
shunt bifide) pour la dégradation des hexoses qui differe de celle des autres genres de

bactéries lactiques (Felis et Dellaglio, 2007).

«8»



Chapitre 1 : Bactéries lactiques

Bifidobacterium est présent naturellement dans l'intestin qu'il colonise durant la premiére
semaine apres la naissance (Ishibashi et al., 1997). Il représente environ 95% du microbiote
de I'enfant et 3% de I'adulte. On a dénombré environ 30 especes de Bifidobacterium dont
certaines sont considérées comme probiotiques (Trebichavsky et al., 2009). Leur présence
entrainerait une protection contre les agents infectieux au niveau intestinal grace a la présence

d'un facteur bifidogéne (Sondergaard, 2005).

3-8- Carnobacterium

Le genre Carnobacterium a été proposé en 1987 par Collins et ses collaborateurs pour
classer les souches ressemblant a Lactobacillus (Carr et al., 2002). On retrouve cette bactérie
essentiellement dans les produits carnés, les produits de la mer et dans les produits laitiers
(Gonzalez-Rodriguez et al., 2002 ; Sakala et al., 2002 ; Dalgaard et al., 2003).
Ce genre est constitué de bacilles minces, droits ou Iégerement incurvés, se présentant de
maniere isolée ou groupée par deux (formant un V caractéristique) ou parfois en chainettes,
mobiles ou immobiles, et a métabolisme hétérofermentaire (Carr et al., 2002). 1l est incapable
de croitre en présence de 8% (p/v) de NaCl et a 45°C, mais donne des colonies visibles a
10°C et parfois a 0°C. Sa température optimale de croissance varie de 23°C a 30°C et son pH
optimum de 6,0 a 7,4. Son comportement vis-a-vis de I'oxygéne est anaérobie ou aérotolérant
(Edima, 2007).

4- Métabolisme des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont auxotrophes mais leur besoin en acides aminés est tres variable
entre les especes et parfois entre les souches de la méme espéce (Lysiane, 2012). Cependant,
elles sont capables de fermenter des sucres en acides lactiques (Loubiere et Cocaign-
Bousquet, 2009).
Les sucres peuvent étre des monosaccharides tels que les hexoses (glucose, galactose), des
pentoses (xylose, ribose, arabinose), des sucres alcools (mannitol, sorbitol, xylitol) ou des
dissacharides (lactose, saccharose, cellobiose, maltose, tréhalose) (Loubiere et Cocaign-
Bousquet, 2009).
La fermentation, conduit généralement a une gamme de produits, qui comprennent
principalement les acides organiques, l'alcool, et le dioxyde de carbone. Ces métabolites
assurent un effet de conservation en inhibant la croissance de la microflore pathogéne. En
outre, d'autres métabolites peuvent étre produits qui améliore la qualité des produits
fermentés, tels que le diacétyle et I'acétaldéhyde, ainsi que des composés qui peuvent avoir
des conséquences positives sur la santé tels que des vitamines, des antioxydants et des
peptides bioactive (de Vos, 1996).
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Le figure 1 présente le métabolisme de lactose et du citrate par les bactéries lactiques

(Cocaign-Bousquet et al., 1996).
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; RN Xylulose-5-P
Dehydroxyacetone-P =— Glyceraldehyde-3-P ¢
Pi . Acetyl-P
NAD CoAsH 28V
NADH P,
1,3-Diphosphoglycerate Acetyl-CoA

ADP NADH
ATP COASH‘FNAD’

3-Phosphoglycerate Acetaldehyde

NADH

2-Phosphoglycerate NAD*

* Ethanol
Phosphoenolpyruvate
. ADP

NAD NADH ATP 0  J
Lactate Pyruvate é Oxaloacetate —= ’/ Citrate

Acetate
Formate
NAD* NADH a-Acetolactate ——— Diacetyl

Acetaldehyde Acetyl-P Acetoin NAD*
NADH ADP NADH
NAD* ATP FNAB'
Ethanol Acetate 2.3-Butanediol

Figure 1 : Métabolisme du lactose et du citrate par les bactéries lactiques
(1) voie d'Embden-Meyerhof-Parnas (glycolyse) ; (2) voie de tagatose; (3) voie de Leloir ; (4)
voie phosphocétolase (Cocaign-Bousquet et al., 1996, cité par Vasiljevic et Shah, 2007).

*PEP-PTS : systeme dépendant de phosphoénolpyruvate-phosphatotransferase

** LPS : lactose perméase
*** CPS : le citrate perméase
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4-1- Fermentations des glucides

Les bactéries lactiques utilisent la fermentation lactique selon deux voies pour dégrader les
glucides (figure 1). La voie homofermentaire regroupe la voie de la glycolyse, aussi connue
sous le nom de voie d’Embden-Meyerhof (Parnas), suivie de la conversion de 2 molécules de
pyruvate en 2 molécules de lactate. Elle est surtout utilisée par les bactéries appartenant aux
genres Streptococcus et certaines espéces de Lactobacillus comme Lactobacillus bulgaricus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus caucasicus, Lactobacillus lactis et Lactobacillus.
plantarum et par Thermobacterium yoghurti (Makhloufi, 2011).
La voie hétérofermentaire, communément appelée voie des pentoses phosphate
(transcétolases) se produit chez les espéces appartenant a Lactobacillus, telles que
Lactobacillus brevis, Lactobacillus fermenti et chez Leuconostoc, telles que Leuconostoc
mesenteroides et Leuconostoc pentosaceus. Ces bactéries dégradent les hexoses avec
formation quasi steechiométrique d’une molécule d’acide lactique, d’une molécule de CO; et
d’une molécule d’éthanol. Les sucres a cinq atomes de carbone ou pentoses, peuvent parfois
étre fermentés et donnent alors une molécule d’éthanol et une molécule d’acide lactique.
Outre ces produits, qui représentent plus de 80% des métabolites obtenus, on obtient
¢galement de I’acide acétique et du glycérol.
Il existe d’autres types de fermentations telles que la fermentation malolactique, moins
connue, qui est principalement utilisée par Oenococcus oeni pour la désacidification du vin.
La fermentation malolactique commence apres la fermentation alcoolique et consiste en la

conversion de I’acide malique en acide lactique avec dégagement de CO, (Makhloufi, 2011).

4-2- Métabolisme du citrate

Les homofermentative, Lactococcus lactis ssp. biovar lactis diacetylactis et les
leuconostocs hétérofermentaires, y compris les souches de Leuconostoc mesenteroides ssp.
Cremoris, sont capable de métaboliser le citrate. Il n'est pas utilisé comme une source
d'énergie, son métabolisme est effectué uniquement en présence d'un sucre fermentescible
comme le lactose. Les principaux métabolites résultant du métabolisme du citrate sont :
I'acide acétique, CO,, et "les produits de C4", y compris le diacétyle, responsable de la saveur
dans plusieurs produits laitiers (Walstra et al., 1999).
Les souches de Streptococcus thermophilus et Lactobacillus delbrueckii ne peuvent pas
métaboliser le citrate, par conséquent, le diacétyle et I'acétoine doivent étre formé a partir du

pyruvate produit durant le métabolisme du sucre (Walstra et al., 1999).
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4-3- Production d'acétaldéhyde

L'acétaldéhyde est un composant important de lI'arbme des produits fermentés. Il est,
principalement, produit par des bactéries lactiques qui ne possédent pas 1’alcool
déshydrogénase. Ces bactéries ne peuvent pas réduire l'acétaldehyde formé a partir de
I'éthanol. Des exemples de bactéries productrices d'acétaldehyde ; Lactococcus lactis ssp.
biovar lactis diacetylactis, Streptococcus thermophilus, et Lactobacillus delbrueckii ssp.
Bulgaricus (Walstra et al., 1999).

5- Intéréts et utilisations des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont utilisées dans plusieurs secteurs d’activités, notamment dans le
domaine de I’agriculture, de la santé et de I’industrie agroalimentaire. Dans le dernier secteur,
elles sont responsables du développement des caractéristiques organoleptiques et de

I’augmentation de la durée de conservation des aliments (Stiles et Holzapfel, 1997).

5-1- Utilisation des bactéries lactiques en tant que probiotiques

Des propriétés probiotiques sont attribuées a de nombreuses souches appartenant aux
genres Lactobacillus, Enterococcus et Bifidobacterium (Shah, 2007). Les effets bénéfiques
sur la santé de 1’hote, associés aux probiotiques incluent des activités antimicrobiennes, des
propriétés antimutagenes et anticarcinogenes.
Les bactéries lactiques produisent également des enzymes comme la lactase impliquée dans le
soulagement des symptdmes associés a une intolérance au lactose. Elles sont responsables de
la réduction du cholestérol (Shah, 2007), de la stimulation du systeme immunitaire et de la
réduction d’allergies chez les sujets a risques (Kalliomaki et al., 2001 ; Savilahti et al., 2008 ;
Gourbeyre et al., 2011).
Grace a leurs propriétés nutritionnelles et thérapeutiques utilisées par les industries
agroalimentaires et pharmaceutiques, les probiotiques sont parfois utilises comme
compléments dans des produits comme les yaourts ou bien dans des préparations

pharmaceutiques sous forme de gélules (Picard et al., 2005).

5-2- Bactéries lactiques dans la biopréservation

La biopréservation consiste a ajouter sur un aliment un ou des microorganismes et/ou leurs
métabolites, sélectionnés pour leurs capacités a inhiber le développement des
microorganismes indésirables, afin d’augmenter les durée de vie des denrées alimentaires
et/ou de limiter la croissance des germes pathogenes. Ce concept s’inscrit dans I’utilisation
des technologies de barriére, en complément d’autres méthodes de conservation comme la

réfrigération, la conservation sous vide ou sous atmosphére modifiée, etc. (Pilet et al., 2009).
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La diversité des bactéries lactiques permet d’avoir recours a un grand nombre de souches
possédant des activités inhibitrices envers les bactéries pathogénes ou d’altérations par des
mécanismes variés (production d’acides organiques, production de peroxyde d'hydrogene,
production de bactériocines, compétition nutritionnelle) (Sanchez et al., 2009).

La technologie de biopréservation utilisant des bactéries lactiques inhibitrices constitue un
outil supplémentaire au service des industriels qui peut contribuer a I’amélioration de la
qualité et de la sécurité microbiologique. Elle constitue une alternative pour la conservation
des produits réfrigérés qui ont une durée de conservation de plusieurs jours a plusieurs
semaines. Cependant, leur application exige une sélection ciblée des souches permettant de

répondre au mieux aux caractéristiques des produits (Pilet et al., 2009).

5-3- Utilisation industrielle des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques font partie de 1’alimentation humaine depuis [’antiquité. Elles
participent a la fermentation de nombreux aliments d’ou changement de la saveur de 1’aliment
et de sa texture. D’autre part, les bactéries lactiques produisent des peptides et des molécules
comme 1’acétoine, I’acétaldéhyde, le diacétyle ou 1’éthanol.
L'industrie laitiere est, sans doute, le plus grand consommateur de ferments lactiques
commerciaux, pour la production de laits fermentes, fromages, cremes et beurres. La
fermentation du lait par des bactéries lactiques est a I'origine de nombreux produits différents,
chacun avec ses caractéristiques spécifiques d'ardbme, de texture et de qualité (Hugenholtz et
al., 2002).
Les bactéries lactiques sont aussi utilisées dans I’industrie chimique (production d’acide
lactique), dans le domaine médicale et dans I’industrie des additifs alimentaire (Wisselink et
al., 2002).

6- Propriétés technologiques des bactéries lactiques

Les progres effectués dans la connaissance des bactéries lactiques ont mis en évidence une
grande diversité d'espéces et de souches, ainsi qu'un trés large éventail de propriétés, allant
bien au-dela du potentiel acidifiant. Ainsi, deux souches d'une méme espéce peuvent
manifester des propriétés extrémement différentes. A cela, s'ajoutent d'autres facteurs plus
specifiques du contexte industriel. C'est le cas des associations de plusieurs souches, réalisées
afin de constituer des ferments susceptibles de générer I'ensemble des propriétés requises pour
I'élaboration d'un produit, ou des interactions de ces souches avec différentes matrices
alimentaires qui correspondent a autant de milieux de culture particuliers. Tout ceci
complique fortement la mise en ceuvre et la maitrise des bactéries lactiques dans les aliments

(Corrieu et Luquet, 2008).
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6-1- Activité acidifiante

L’activité acidifiante est 1’'une des principales fonctions des bactéries lactiques dans la
fabrication des produits fermentés, les bactéries lactiques provenant des matieres premieres ou
de I’environnement sont responsables de la production d’acide lactique résultant de
I’utilisation des hydrates de carbone (Visessanguan et al., 2006).
Dans la pratique industrielle, les principales voies permettant d'agir sur les profils
d'acidification sont le choix des ferments, les doses d'ensemencement et les profils de
température (Dacosta, 2000). L’activité acidifiante des ferments dépend de la nature et de
I'équilibre entre les différentes souches présentes, en particulier, la présence de certaines
espéces ou mélanges d'especes différentes va permettre d'obtenir l'activité voulue. Cependant,
il est important de souligner qu'il existe une forte variabilité de l'activité acidifiante des
bactéries lactiques, y compris au sein d'une méme espece (Corrieu et Luquet, 2008).
Les conséquences, d’ordre physicochimique et microbiologique, peuvent se résumer ainsi
Béal et al., (2008) :

* Accumulation d’acide lactique participant a la saveur des aliments fermentés ;

= Abaissement progressif du pH des milieux de culture et des matrices alimentaires ;

= Limitation des risques de développement des flores pathogene et d’altération dans les

produits finaux ;
= Deéstabilisation des micelles de caséines, coagulation des laits et participation a la

synérese.

6-2- Activité protéolytique

La protéolyse joue un réle clé dans plusieurs processus biologiques chez les bactéries
lactiques: nutrition azotée, activation de protéines et dégradation de protéines. La machinerie
protéolytique des bactéries lactiques est constituée d'un ensemble d'enzymes qui hydrolysent
des oligopeptides et de ce fait, produisent les substances responsables de la flaveur et de la
texture des produits fermentés (Ammor et al.,, 2005). Elles possedent un systéme
protéolytique complexe qui assure leur croissance dans des milieux a faibles concentrations

en acides aminés libres et oligopeptides comme le lait (Vasiljevic et al., 2005).

6-3- Activité lipolytique et formation de substances aromatiques

Les activités lipolytiques jouent un réle important dans la formation des substances
aromatiques des produits transformés, bien que parfois, elles soient a I'origine d'altérations.
Les propriétés lipolytiques sont genéralement faibles chez les bactéries lactiques. Les
lactocoques auraient une activité lypolitique plus importante que les lactobacilles, les

pediocoques et les streptocoques (Franz et al., 2003).
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6-4- Formation des exopolysaccharides (EPS)

Les EPS sont des polysaccharides d’origine microbienne constitués de longues chaines
d’unités répétitives de sucres simples et/ou de dérivés de glucides plus ou moins ramifiées
(Ruas-Madiedo et al., 2002).

La plupart des bactéries lactiques synthétisent les polysaccharides. Certains se trouvent a
I’intérieur de la cellule, d'autres sont des composants de la paroi. Un troisiéme groupe de
polysaccharides est excrété a l'extérieur de la cellule d’ou vient le terme "exopolysaccharide"
(EPS) (Topisirovic et al., 2006).

Les EPS ont I’avantage d’étre «naturels», requis en faible concentration et ne peuvent
remplacer les agents stabilisants par leurs propriétés de modifier positivement la texture, la
viscosité et la sensation en bouche des laits fermentés (Marshall et Rawson, 1999). lls peuvent
alors servir d'émulsifiants ou d'agents gélifiants (Welman et al., 2003).

Les EPS contribueraient également a protéger les bactéries lactiques contre les
environnements hostiles et/ou toxiques, les bactériophages, la séquestration de certains
cations essentiels et la reconnaissance cellulaire. Ils pourraient jouer un role dans les
phénomenes de compétition (Broadbent et al., 2003).

Dans le cas des deux bactéries du yogourt : Streptococcus thermophilus et Lactobacillus
delbrueckii subsp. Bulgaricus. La production d’EPS est régulée par plusieurs génes au niveau
chromosomique (Cerning, 1995). Généralement, pour les bactéries thermophiles, la

production d’EPS est associée a la croissance bactérienne (Petry et al., 2003).

6-5- Activité aromatisante
Les bactéries lactiques sont capables de produire de nombreux composés aromatiques (tels
que : l'o-acétolactate, l'acétaldehyde, le diacétyle, l'acétoine, le 2,3-butanediol, 1’é¢thanol,

I’acétate, le formiate, etc. (Cholet, 2006).

6-6- Propriétés antimicrobiennes des bactéries lactiques

Les propriétés antimicrobiennes des bactéries lactiques peuvent étre associées a de
nombreux ¢€léments. Elles résultent de ’effet combiné de différents facteurs biologiques
provenant de leurs activités métaboliques (Liu, 2003). Leurs propriétés inhibitrices incluent,
principalement, la compétition pour les nutriments, les changements physicochimiques du
milieu, tels que l'acidification et la production de métabolites antimicrobiens. En effet, les
bacteries lactiques ont la propriété de produire de nombreuses substances inhibitrices telles
que les acides organiques (acide lactique), du peroxyde dhydrogene (H,O;), du CO,, du
diacétyle, de I'acétaldéhyde, la reutérine et des bactériocines (O'sullivan et al., 2002).
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7- Ferments lactiques

Un ferment est une préparation microbienne d’un grand nombre de cellules, d’un seul
microorganisme ou plus. Les ferments lactiques constituent un groupe diversifié de bactéries
lactiques qui ont néanmoins un certain nombre de caractéristiques communes (Lamontagne et
al., 2010). lls sont ajoutés a une matiére premiére pour produire un aliment fermenté en
accélérant et en orientant son procéde de fermentation (Leroy et De Vuyst, 2004).
Aujourd’hui, les producteurs d’aliments fermentés ont le choix d’acheter des levains préts a
I’emploi, sous forme concentrée, ou de procéder eux-mémes a la propagation des souches
dans I'usine. La solution la plus employée reste 1’utilisation de levains commerciaux en
inoculation directe (Hansen, 2002).
On distingue deux catégories principales de ferments:

Ferments artisanaux

Tous les ferments disponibles, généralement, sont dérivés des starters artisanaux de
composition non définie (contenant un mélange de différentes souches et/ou espéces non
définies) (Brusetti et al., 2008).
La production de telles cultures, aussi définies comme « ferments naturels » est dérivée d’une
pratique antique dénommée ““ back slopping’’ (l'utilisation d'un vieux batch d'un produit
fermenté pour inoculer un produit neuf) et/ou par l'application des pressions sélectives

(traitement thermique, température d'incubation, baisse de pH) (Carminati et al., 2010).

Ferments commerciaux

Les ferments commerciaux sont en général commercialisés sous forme lyophilisée et
peuvent étre utilisés pour I’inoculation directe de la cuve de fermentation ce qui évite la
contrainte de la propagation sur place. Ces ferments sont développés en grands volumes a
partir d’une culture initiale définie ou non définie, concentrée et ensuite congelée ou

lyophilisée pour le stockage et la distribution (Robinson, 2002).

7-1- Production de ferments lactiques

Les bactéries lactiques sont traditionnellement propagées en cuve fermée, par fermentation
discontinue ou «batch» Dans ce cas, le milieu de culture est initialement ensemencé et n’est
pas renouvelé jusqu’a la fin de la fermentation. Le principal facteur limitant la production de
ferments lactiques par cette technique réside dans 1’accumulation de produits toxiques du
métabolisme bactérien, principalement, 1’acide lactique. Cette technique peut étre utilisée
pour propager des cultures pures ou mixtes. Dans ce dernier cas, le contréle de la population
de chacune des souches est plus délicat mais il permet une réduction des besoins
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d’équipement par rapport au mode de propagation en cultures pures suivi d’un mélange pour
obtenir la culture mixte désirée (Doleyres, 2003).

Les fermentations continues utilisent des systemes dans lesquels la cuve est continuellement
alimentée en milieu de culture frais alors que le milieu fermenteé est retiré avec le méme débit.
Cette technologie est encore peu utilisée en milieu industriel mais offre de nombreux
avantages comparativement aux cultures discontinues. Elle permet en effet d’éviter le
probléme d’accumulation de produits inhibiteurs par 1’emploi de taux de dilution adéquats et
d’augmenter la productivité de I’installation. Cependant, les risques de contamination sont
plus importants et, en culture mixte, les interactions entre les souches et leur différente
compétitivité peuvent conduire rapidement a 1’élimination d’une ou de plusieurs souches dans
le bioréacteur. Par ailleurs, les cultures continues nécessitent des équipements plus complexes

ainsi qu’un travail en aval adapté (Doleyres, 2003).

7-2- Critéres de sélection des ferments lactiques

La sélection des ferments lactiques s’appuie sur de nombreux critéres afin de répondre a la
fois aux spécifications demandées par I’utilisateur et aux contraintes imposées par le
producteur. Ces criteres relevent éventuellement des fonctionnalités technologiques des
souches, de leur performance et de leur sécurité. Ils différent selon le type de produit désiré,
les caractéristiques des matieres premiéres a transformer et la technologie appliquée (Béal et
al., 2008).
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1- Créme
1-1- Définition

La creme peut se définir comme une émulsion d’origine laitiére de type matiéres grasses
dans I'eau c'est-a-dire que les particules de matiére grasse sont dispersées en gouttelettes dans
la phase aqueuse (Vilain, 2010). Le terme « creme » est réservé aux produits dont la teneur en
matiére grasse est supérieure ou égale a 30%. La texture de la creme laitiére varie suivant
I’ensemencement en ferments lactiques, 1’ajout d’additifs autorisés et le taux de maticre

grasse (Merigaud et al., 2009).

1-2- Composition et valeur nutritionnelle

Les rapports essentiels de la créeme sont constitués par les lipides et la vitamine A. Elle
fournit également une quantité intéressante de calcium et de potassium (tableau 2).
Les protéines de la créme sont des protéines lactiques de tres bonne qualité, elles représentent
environ les 2/3 de la teneur protéique trouvée dans le lait. La créme renferme des acides gras a
chaine courte qui sont tres digestes. L'apport en cholestérol moyen est de 110 mg/100 g avec
des valeurs extrémes de 53 a 70 mg/100 g pour la creme légere et de 140 mg/100 g pour une
créme tres riche en matiéres grasses. Pour les glucides, ils sont essentiellement représentés par
le lactose mais cette teneur reste négligeable et les minéraux restent aussi en quantité
négligeable (Fredot, 2005).

1-3- Fabrication de la créme de consommation
Les cremes de consommation se distinguent en fonction :

- De leur richesse en matiére grasse : de 15% pour les allégées et jusqu’a plus de 35% pour
la créme d’appellation d’origine controlée AOC d’Isigny ;

- Du traitement de stabilisation thermique qui leur a été appliqué : pasteurisation,
stérilisation, stérilisation UHT, congélation, surgélation ;

- Des fonctionnalités attendues par I’utilisateur qu’est le consommateur : liquide, épaisse,
sucrée, aromatisée, a fouetter, conditionnée en bombe (emballage métallique sous
pression)...etc.

Par conséquent, elles font appel a différentes opérations et traitements afin d’atteindre les

objectifs fixés (Boutonnier, 2007).
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Tableau 2: Teneur en éléments nutritifs de 100g de la créme, cité par (Chandan et Kilara,

2011)
Nutriments Unités | Créeme
Poids g 100
Humidité % 57,71
Energie kcal 345
Energie kJ 1443
Protéine G 2,05
Matiere Grasse g 37,00
Les acides gras saturés g 23,032
Les acides gras mono-insaturés g 10,686
Les acides gras poly-insaturés g 1,374
Cholestérol mg 137
Glucides g 2,79
Fibre alimentaire g 0
Calcium mg 65
Fer mg 0,03
Magnésium mg 7
Phosphore mg 62
Potassium mg 75
Sodium mg 38
Zinc mg 0,23
Cuivre mg 0,006
Manganése mg 0,001
Sélénium ug 0,5
Vitamine C mg 0,6
Thiamine mg 0,022
Riboflavine mg 0,110
Niacine mg 0,039
Acide pantothénique mg 0,255
Vitamine B 6 mg 0,026
Acide folique ug 4
Vitamine B 12 ug 0,18
Vitamine A ug 411
Vitamine D ug 27
Vitamine E mg 1,06
Vitamine K ug 3,2
Tryptophane g 0,029
Thréonine g 0,093
Isoleucine g 0,124
Leucine g 0,201
Lysine g 0,163
Méthionine g 0,051
Cystéine g 0,019
Phénylalanine g 0,099
Tyrosine g 0,099
Valine g 0,137
Arginine g 0,074
Histidine g 0,056
Alanine g 0,071
Acide aspartique g 0,156
Acide glutamique g 0,429
Glycine g 0,043
Proline g 0,199
Serine g 0,111
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1-3-1- Ecrémage

Le lait est chauffé a 50°C suivie d’une séparation de la matiere grasse du lait au cours de
I'opération d'écrémage donnant deux produits: le lait écrémé et la creme. Cette séparation se
fait par centrifugation avec des machines perfectionnées a une température de 35°C
(Boutonnier, 2007).

1-3-2- Standardisation

C’est une opération qui consiste a ajuster le taux de matiére grasse par addition de creme
plus riche en matiere grasse ou encore de lait écrémé a une creme riche en matiére grasse
(Vignola et al., 2002).

1-3-3- Homogénéisation

Ce traitement permet d'obtenir des cremes relativement visqueuses avec des taux de
matiére grasse assez faibles. Les paramétres d’homogénéisation sont variables suivant la
teneur en matiére grasse de la creme (pression élevée pour les cremes légeéres) (Partridge,
2008).

1-3-4- Pasteurisation

La pasteurisation consiste en un traitement thermique a haute température qui se fait entre
85°C et 90°C pendant 15 a 20 secondes tout en préservant les qualités organoleptiques de la
creme. Elle provoque la destruction des germes pathogenes et de la plupart des germes
saprophytes, la destruction des lipases facteurs de rancissement, la formation de composés
sulfurés réducteurs qui s'opposent a l'oxydation des lipides, et la maitrise ultérieure de la
maturation lactique de la creme (Fredot, 2005).

1-3-5- Désaération et désodorisation

La présence d’air, sous forme dissoute ou dispersée dans la créme, est issue des
nombreuses opérations de transvasement du lait ou de la créme.
Cet air occasionne, notamment ’incrustation des surfaces d’échange thermique a haute
température, des pertes de précision au niveau des mesures volumétriques, ainsi que des
risques d’oxydation des acides gras insaturés.
En outre, la créme peut contenir des substances malodorantes :

- Issues de I’alimentation (plantes sauvages en paturage, chou fourrager, etc.).

- Originaires d’une fixation, par la maticre grasse du lait, d’odeurs de substances diverses

(produits d’hygiéne, solvants divers, etc.).

- Résultant d’une activité enzymatique ou microbienne.
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Ce traitement s’effectue généralement dans un cyclone au sein duquel la créme circule en
couche mince tangentiellement a la paroi. La pression dans cette enceinte est réduite de
manicre a faciliter I’extraction de 1’air et la vaporisation des substances malodorantes sans

provoquer 1’ébullition de la créme (Boutonnier, 2007).

1-3-6- L'ensemencement en ferments lactiques et maturation

Si on veut accroitre la viscosité de la créme pour obtenir une créme épaisse afin de faciliter
certaines applications, on lui fait subir une maturation biologique.

On ensemence la créme, pasteurisée puis refroidie, avec un mélange de souches de ferments

lactiques mésophiles qui comprend :

- d’une part, des souches acidifiantes, comme Lactococcus lactis et Lactococcus cremoris,
qui transforment le lactose en acide lactique. Ce dernier permet un abaissement du pH, et
I’inhibition des microorganismes de contamination ;

- d’autre part, des souches aromatiques comme Lactococcus diacetilactis et Leuconostoc
cremoris, qui fermentent les citrates et produisent du diacétyle.

Cette maturation dure entre 15 et 20 heures. Elle s’opére a des températures soit basses vers

14-15°C pour favoriser les souches microbiennes aromatiques, soit plus élevées vers 20-23°C

afin, au contraire, de privilégier les souches microbiennes acidifiantes (Boutonnier, 2007).

Les valeurs de pH varient selon le type de la créeme, elles sont de 6,2 a 6,3 pour les cremes

fraiches et 4,5 a 4,6 pour les cremes acides. C’est surtout a partir de pH 5,0 que

I’augmentation de la viscosité de la créme est plus importante et que les Leuconostoc se

développent en produisant de I’ar6me (Jeantet et al., 2008).

L’abaissement du pH a une valeur de 4,6, point isoélectrique de la caséine, provoque une

coagulation des micelles de casé€ine. Le gel protéique obtenu sous forme d’un réseau

tridimensionnel emprisonne les globules gras et contribue ainsi a 1’accroissement de la
viscosité de la creme. Hormis 1’homogénéisation, procédé physique, et la maturation,
processus biologique, on peut épaissir les cremes de consommation en ajoutant des
épaississants et des geélifiants autorisés. Cependant, dans ce dernier cas, le produit fini perd
I’appellation de creme et devient une «spécialité laitiere a base de créeme» (Boutonnier, 2007).
Le tableau 3 présente quelques grandes caractéristiques des bactéries lactiques utilisées dans

la fabrication de la créeme de consommation.
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1-3-7- Conditionnement

Le mode de conditionnement et le type d'emballage utilisés varient selon le produit, la
creme est répartie dans les pots sur une conditionneuse dotée de doseurs a piston. Les pots
sont ensuite etiquetés puis stockés en chambre froide (Dudez et al., 2002).
La figure 2 présente les étapes de fabrication des cremes de consommation selon Boutonnier

(2007).

- Pasteurisation/dégazage/désodorisation
( Créme externes )

Lait écrimé

Y
Centrifugation
/_¢_\ Y
> Créme de lait )« Standardisation
N/
Y
Pasteurisation/dégazage/désodorisation ( Additifs autorisées )
Y Y )
Réfrigérati Réfrigérati - ' .
éfrigération éfrigération drilisati
g g Sterllls_atlon UHT Homogénéisation
¢ directe
Maturation
hysique Y __V ___Y
LR Homogeénéisation Stérilisation UHT
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Réchauffage

Ferments Maturation Yy Vv —Y
lactiques Biologique Réfrigeration Relrigereion
Réfrigération
]
\ y A4
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Y
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Créme fraiche Créme fraiche Créme stérilisée Créme sous Créme stérilisée
liquide épaisse UHT pression UHT

Figure 2 : Principaux procédés de fabrication des cremes de consommation (Boutonnier, 2007)
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Tableau 3 : Caractéristiques et roles de quelques especes utilisées dans la fabrication de la

creme (Lamontagne et al., 2010)

pH Température de
Espéce optimal de croissance Role
croissance | Optimale | Maximale

Lc. 6,0-6,5 | 28-32°C | 34-39°C |Acidification au cours de la production

cremoris Protéolyse en cours de maturation;

Lc. lactis 6,0-6,5 29-34°C | 40-42°C |amertume si cette protéolyse n'est pas
contrélee
Méme role que pour Lc. lactis et Lc.

Lc. cremoris

_ _ 6,0-6,5 | 30-34°C | 40-42°C _ _ i

diacetylactis Fermentation du citrate avec production
d'ardmes et de gaz

Ln. lactis 5560 | 20-27°C | 34-36°C | Fermentation du citrate avec production

Ln. 55-6,0 | 20-27°C | 34-36°C |garomes

cremoris

1-4- Dénominations
1-4-1- Créme crue
C'est la créme obtenue juste apreés 1’écrémage qui n'a subi aucun traitement thermique

particulier, sa consistance est liquide et sa saveur est douce (Vignola et al., 2002).

1-4-2- Créme fraiche pasteurisée liquide

Elle n’a pas subi d'ensemencement ni de maturation, elle conserve par conséquent sa
texture fluide et douce mais elle est assez fragile. Cette creme est rarement commercialisée
sauf pour les restaurateurs sous l'appellation « créme fleurette » mais cette appellation est
générique et non légale. Elle est trés appréciée pour son aptitude au foisonnement c'est-a-dire
a étre battue pour intégrer l'air ce qui la rend légére et volumineuse jusqu'au stade de la
chantilly (Fredot, 2005).

1-4-3- Créme fraiche pasteurisée épaisse (ou maturée)

A la suite de la pasteurisation, si I’on souhaite une créme épaisse, on procede a la
maturation. Le procédé consiste a refroidir la creme pour « cristalliser » une partie de la
matiére grasse (maturation physique) puis a I'ensemencer avec des ferments lactiques prélevés
sur des cremes, particulierement, aromatiques (maturation biologique) et possédant un taux
d'acidite élevé (Fredot, 2005).
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1-4-4- La creme UHT

Le traitement UHT des crémes est une pratique de plus en plus répandue dans 1’industrie
en raison de leur conservation prolongee, appropriée pour un produit plus dispendieux. Les
qualités organoleptiques, nutritionnelles et fonctionnelles sont ainsi conservées. Le

conditionnement se fait de maniere aseptique (Pouliot et al., 2010).

1-4-5- Creme stérilisée
Une fois conditionnée, la creme crue est stérilisée & 115°C durant 15 a 20 minutes, puis
refroidie. Ce procédé développant un godt de cuit ou de caramel (Merigaud et al., 2009).

1-4-6- Créme chantilly

Cette dénomination est réservée a la creme fouettée qui contient au moins 30g de matiére
grasse pour 100g et dont les seuls produits d'addition sont le saccharose et d'éventuelles
matiéres aromatisantes naturelles (Vignola et al., 2002).

1-4-7- Creme légére

A 1’écrémage, on cherche a obtenir une teneur en matiere grasse Iégerement plus élevée ou
¢gale a celle du produit fini, car I’émulsion dans une créme riche en gras (45% ou plus) est
moins stable. L’écrémage a froid préserve la viscosité de la créme alors qu’a chaud, il doit
étre suivi le plus tot possible de la pasteurisation pour limiter I’action des lipases activées par
la température et I’agitation.
Pour la standardisation, le lait entier est préférable au lait écrémé puisqu’il peut mieux

prévenir la séparation de la créeme du sérum (Pouliot et al., 2010).

1-4-8- Creme double

Il s’agit d’une créme «extra-épaisse» dont la viscosité est beaucoup plus élevée que la
normale. L’homogénéisation n’est pas necessaire mais son utilisation en combinaison avec un
refroidissement contr6lé permet de produire des créemes a viscosité trés variable (Varnam et
Sutherland, 1994).

1-4-9- Creme fouettée ou a fouetter

La creme a fouetter doit étre trés visqueuse, contenir entre 32 et 40% de matiére grasse. Un
des principaux problémes rencontré dans la fabrication de cette créme est I'agglomération des
globules de gras qui réduit la stabilité de I'émulsion. Ces agglomérations se produisent lorsque
les globules de gras, partiellement, cristallisés et dont la membrane est a ce moment fragile

sont soumis a des manipulations mécaniques difficiles.
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La creme fouettée n’est pas homogénéisée, et est conservée au froid au moins 24 heures avant
le fouettage. Cette maturation a basse température permettra aux globules de gras liquéfiés
lors de la pasteurisation, de se solidifier et de s‘agglomérer. 1l en résultera ainsi un fouettage

plus rapide, de méme qu'une consistance et une stabilité meilleures (Pouliot et al., 2010).

1-4-10- Creme sous pression

Elle est toujours pasteurisée ou stérilisée et son taux de foisonnement ainsi que sa
composition sont similaires a celle de la créme a fouetter, a I'exception des stabilisateurs dont
I'addition est limitée a 0,1%. Son conditionnement se fait sous pression grace a l'injection d'un

gaz neutre dont I'échappement provoque son foisonnement (Fredot, 2005).

I-4-11- Créme sure

Elle estriche engraisses, obtenue par lafermentationde lacreme par des
bactéries produisant de I'acide lactique. Elle et est trés utilisée au USA, en Europe de I'est et
centrale ainsi qu'en pays anglo-saxons. Par définition, la creme aigre ou créme sure au Québec
est un produit de creme pasteurisée qui est acidifié par des bactéries productrices d'acide
lactique; il doit contenir au moins 18% de matiere grasse et au moins 0,5% d'acide lactique
(FDA, 2008).
C’est un produit laitier fermenté populaire qui revient sous différentes noms et des formes
légérement différentes a I'échelle mondiale. Cette variation de la forme est due principalement
a la teneur en matiere grasse et aussi ’acidité et/ou la viscosité de produit finis.
En outre, l'utilisation finale du produit ou leur application dans 1’alimentation varie de pays a
pays. Dans les Etats-Unis la créme acide est utilisé comme une garniture savoureuse, et peut
également se trouver comme ingrédient de gateaux, de biscuits, et/ou comme un ingrédient clé
dans divers aliments chauds, tandis qu’en France, la créme aigre, est généralement utilisé

comme une garniture pour les fruits, et pour les salades (Meunier-Goddik, 2004).

2- Beurre
2-1- Définition

Le beurre est un aliment préparé, conformément aux bonnes pratiques industrielles, a partir
du lait ou des produits du lait et doit contenir au moins 80% de matiere grasse du lait. 1l peut
également contenir des solides du lait, des cultures bactériennes, du sel et un colorant
alimentaire. Conformément au Codex Alimentarius, le beurre est un produit gras dérive
exclusivement du lait ou de produits obtenus a partir du lait, principalement, sous forme d’une

émulsion du type eau dans I'huile (Paul, 2010).
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Il contient de 80 a 81% de matiére grasse laitiére, 17% d'humidité, 1% de glucides et de
protéines, et 1,2 a 1,5% de chlorure de sodium (Kornacki et al., 2001) (tableau 4).

Tableau 4: Teneur en éléments nutritifs de 100g de beurre, cité par (Chandan et Kilara, 2011)

Nutriments Unités Beurre Salé | Beurre non salé
Poids g 100 100
Humidité % 15,87 17,94
Energie kcal 717 717
Energie kJ 2999 2999
Protéine g 0,85 0,85
Matiere Grasse g 81,11 81,11
Les acides gras saturés g 51,368 51,368
Les acides gras mono-insaturés g 21,021 21,021
Les acides gras polyinsaturés g 3,043 3,043
Cholestérol mg 215 215
Glucides g 0,06 0,06
Fibre alimentaire g 0 0
Calcium mg 24 24
Fer mg 0,02 0,02
Magnésium mg 2 2
Phosphore mg 24 24
Potassium mg 24 24
Sodium mg 576 11
Zinc mg 0,02 0,09
Cuivre mg 0 0,016
Manganése mg 0 0,004
Sélénium ug 1,0 1,0
Vitamine C mg 0 0
Thiamine mg 0,005 0,005
Riboflavine mg 0,034 0,034
Niacine mg 0,042 0,042
Acide pantothénique mg 0,110 0,110
Vitamine B 6 mg 0,003 0,003
Acide folique ug 3 3
Vitamine B 12 ug 0,17 0,17
Vitamine A ug 684 684
Vitamine D ug 60 60
Vitamine E mg 2,32 2,32
Vitamine K ug 7,0 7,0
Tryptophane g 0,012 0,012
Thréonine g 0,038 0,038
Isoleucine g 0,051 0,051
Leucine g 0,083 0,083
Lysine g 0,067 0,067
Méthionine g 0,021 0,021
Cystéine g 0,008 0,008
Phénylalanine g 0,041 0,041
Tyrosine g 0,041 0,041
Valine g 0,057 0,057
Arginine g 0,031 0,031
Histidine g 0,023 0,023
Alanine g 0,029 0,029
Acide aspartique g 0,064 0,064
Acide glutamique g 0,178 0,178
Glycine g 0,018 0,018
Proline g 0,082 0,082
Serine g 0,046 0,046
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2-2- Structure du beurre

La matiere grasse existe dans le beurre sous deux formes; matiere grasse globulaire et
libre. Une partie de la matiere grasse sous ces deux formes est a I'état cristallisé et un peu a
I'état liquide. La dureté et la consistance du beurre dépendent donc de la proportion et de la
composition de ces deux formes de matiere grasse. L'incorporation d'air dans le beurre forme
des crevasses internes et peut a un certain degré contribuer a la consistance du beurre. En
outre, il contient jusqu'a environ 4% (v/v) d'air dissous (Walstra et al., 1999).
Le globule gras joue un rdle prépondérant dans la fabrication du beurre, et les caractéristiques
physiques et chimiques de la matiere grasse du lait varient avec la race, la période de lactation
et lI'alimentation. Ainsi, en été, la proportion des acides gras insaturés, plus mous, est plus
grande qu'en hiver. Les agglutinines peuvent s'associer a la couche périphérique des globules
gras individuels et favoriser leur juxtaposition sous forme de grappes de plusieurs centaines
d'unités, facilitant d'autant I'ascension de la matiére grasse. De plus, certains globules ont une
membrane plus ou moins enveloppante et forment ainsi différents types d’agglomérations de
globules gras (Paul, 2010). Le diamétre moyen des globules de la matiere grasse dans le
beurre est d'environ 3,5 a 4,0um. lIs sont sphériques, entourés d'une couche biréfringente,
constituée par les molécules des matieres grasses a point de fusion le plus éleve, orientée
radialement par rapport a la surface du globule. La matiére grasse libre ne contient
ordinairement pas de cristaux de matiére grasse visibles au microscope. Les gouttelettes de la
phase aqueuse ont un diametre d'environ 1 a 30um. Elles sont généralement sphériques, ne
contiennent pas de globules de matiére grasse, et n‘ont jamais de couche biréfringente (Mohr
et Baur, 1949).

La figure 3 et le tableau 5 donnent une impression générale sur la microstructure du beurre.

Globules Membrane Cristaux de Gouttelettes ¥ulles
Gras globulaire matiere grasse aqueuses d'air

Figure 3 : Microstructure du beurre a temperature ambiante (Walstra et al., 1999)
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Tableau 5 : Eléments structuraux du beurre (Walstra et al., 1999)

Elément de structure Concentration Pourcentage Dimension
approximative (mL™) | dans le beurre (um)
Globules gras® 10" 10-50° 2-8
Cristaux de matiére grasse ° 10" 10-40¢ 0,01-2
Gouttelettes d'eau 10" 15 1-25°
Bulles d'air 10° ~2 » 20

a, avec (pour la plus grande partie) une membrane compléte ; b, a des températures supérieures principalement a
l'intérieur des globules de matiére grasse ; ¢, a basse température formant des réseaux solides ; d, dépend

étroitement du travail ; e, dépend étroitement de la température

2-3- Fabrication traditionnelle du beurre en Algérie

Il est reconnu depuis I’antiquité que les femmes des nomades ont joué un rdle trés
important dans la transformation du lait en produits dérivés traditionnels, notamment le beurre
(Le Quellec et al., 2006).
Le beurre frais est obtenu aprés barattage du Rayeb. Ce dernier est occasionnellement
augmenté d’une quantité d’eau tiéde (40-50°C) a la fin du barattage pour favoriser
I’agglomération des globules lipidiques et accroitre le rendement en beurre. Les globules gras
apparaissant en surface, a la suite du barattage, sont séparés par une cuillere perforée. Le
beurre frais obtenu présente une consistance molle du fait de la forte concentration en eau
(figure 4) (Benkerroum et Tamine, 2004). Une caractérisation physicochimique d’un beurre

algérien est donnée par le tableau 6.

Babeurre

Beurre

Figure 4 : Photo du beurre et babeurre (Makhloufi, 2010)

Tableau6:Caractéristiques physicochimiques de beurre traditionnel algérien (Lahsaoui, 2009)

Parameétres Unité Valeurs moyennes
Humidité % 14,0
NaCl % 1,5
Lactose 9/100g 1,2
Matiére grasse 9/100g 81,0
Protéines 9/100g 3,2
Lipides insaponifiables 9/100g 0,3
Indice d'acide mg KOH/g lipide 52,0
Indice peroxyde mg KOH/g lipide 3,7
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2-4- Procédé de fabrication technologique du beurre standard
Selon Keogh (2006), La fabrication du beurre comprend cing étapes principales:
- Concentration de la phase grasse du lait par séparation mécanique ;
- Cristallisation de la phase grasse de la creme par refroidissant ;
- Phase d'inversion de I'émulsion huile dans 1’eau de la creme ;
- Elimination du babeurre ;
- Formation d'une émulsion eau-dans-huile.
Le diagramme général de la fabrication industrielle du beurre a 80% en masse de matiére
grasse par agglomération est représenté dans la figure 5 (Boutonnier, 2007).

2-4-1- Préparation de la creme

Certaines opérations sont identiques a celle présentées dans le cadre des crémes de
consommations (1-3), a savoir la standardisation, 1’homogénéisation, la pasteurisation et la
désaération/désodorisation,
La créme est standardisée entre 35 et 40% de MG en fabrication traditionnelle et entre 40 et
45% de MG en fabrication continue. Dans le cas des crémes acides, on procede a une
désacidification pour ramener 1’acidité du non gras entre 15 et 20°D soit par lavage a I’eau
suivi d’un écrémage afin d’éliminer la phase non grasse altérée, soit par addition de

neutralisants (Jeantet et al., 2008).

2-4-2- Maturation de la créeme
La maturation de la créme peut combiner deux processus: d’une part, la maturation
physique qui assure une cristallisation dirigée de la matiére grasse et d’autre part, une

maturation biologique qui assure le développement de ’acidité et de I’aréme (Jeantet et al.,
2008).

2-4-2-1- Maturation physique

Les propriétés rhéologiques des beurres dependent fortement des propriétés thermiques et
structurales des triglycérides constituants la matiere grasse. La maturation physique qui vise a
solidifier une partie des triglycérides est une opération incontournable pour obtenir un beurre
de qualité optimale et constante malgré le degré de variabilité de la qualité de la créme.
L’application d’un cycle thermique adapté permet de diriger la cristallisation des triglycérides
et de corriger ainsi les effets liés a la saison.
Par conséquent, le régime de refroidissement pratiqué lors de la maturation physique
influence, a la fois, la quantité de matiére grasse solidifiée par cristallisation, ainsi que le

degré d’agglomération des globules gras. Ce dernier facteur est fondamental car il conditionne
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I’aptitude de la créme au barattage. Les globules gras sont dans un état métastable de grande
fragilité au niveau de la creme pendant une dizaine de minutes apres le refroidissement.
Aussi, tout stress mécanique, pendant cette phase, entraine une libération de matiere grasse
liquide qui agglomere les globules gras. La créme étant plus visqueuse, 1’agitation doit étre
plus longue et plus énergique (Boutonnier, 2007). Deux paramétres interviennent au cours du
refroidissement de la créeme :

e Température de refroidissement

Plus la température de refroidissement est basse, moins il y aura de matiére grasse liquide.
Un maintien de la creme a une température de 5°C a 6°C pendant 2 heures a pour avantage de
limiter les pertes en matiére grasse dans le babeurre a des niveaux de 0,2 a 0,3% (Mahaut et
al., 2000).

e Vitesse de refroidissement

Plus la vitesse de refroidissement est rapide, plus il y aura de matiére grasse solide. Il se
forme alors de nombreux points de cristallisation conduisant @ une multitude de petits cristaux
fins et homogenes dans une plage de température de fusion étroite. Quand la vitesse de
refroidissement est lente, il se forme des gros cristaux qui conduisant a un beurre plus ferme
(Mahaut et al,, 2000).

2-4-2-2- Maturation biologique

Cette opération se réalise dans le cadre des fabrications traditionnelles ainsi que pour
I’obtention de beurres d’appellation d’origine contrdlée (obligation d’une durée minimale de
12 heures entre 9°C et 15°C).
Elle consiste a ensemencer la creme avec une préparation de bactéries lactiques a la dose
massique de 3 & 5% et a laisser se développer celles-ci pendant une dizaine d’heures afin de
développer deux types de fermentations : lactique et aromatique.
La fermentation lactique produit de I’acide lactique qui abaisse le pH de la créme entre 4,70 et
5,80 afin d’améliorer la conservation du beurre. En outre, cette diminution du pH permet en
se rapprochant du point isoélectrique des protéines membranaires de faciliter 1’agglomération
des globules gras, recherchée lors du barattage.
La fermentation aromatique résulte majoritairement du métabolisme des citrates par les
bactéries lactiques, Elle conduit a la production d’une molécule trés aromatique (gott de
noisette du beurre) le diacétyle ou 2-3 butanedione. Méme si d’autres composés, soit originels
(acides ou deltalactones), soit ceux issus de fermentation (alcools, aldéhydes, cétones, esters,
amines, etc.) participent au profil aromatique du beurre, c’est le diacétyle qui joue un rdle

prépondérant (Boutonnier, 2007).
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Figures 5: Etapes de fabrication industrielle du beurre & 80% en masse de matiére grasse

par agglomération (Boutonnier, 2007)

«31»



Chapitre 2 : Créme et Beurre

2-4-3- Transformation de la créeme en beurre
2-4-3-1- Inversion de phase

Elle consiste a transformer la creme, émulsion de matiére grasse dans une solution aqueuse
en beurre, émulsion de solution aqueuse dans la matiere grasse. Au cours de 1’opération, il y a
agglomération des globules, déstructuration et libération des triglycérides (solides et liquides)
suivie d’une expulsion de la fraction non grasse contenue dans la créme de départ, le
babeurre ; la matiére grasse liquide libérée (glycérides a bas point de fusion) permet d’assurer
la liaison intime entre les globules gras qui subsistent et les gouttelettes de (Mahaut et al.,
2000). Trois procédes peuvent réaliser cette inversion de phases:

= Procédé par concentration

Le principe de fabrication par concentration fait appel a une concentration préalable de la
créeme, obtenue par écrémage centrifuge, a une teneur en matiére grasse voisine de celle du
beurre. La creme concentrée étant instable en raison du rapprochement des globules gras et de
leur déformation, l'inversion de phase s'effectue par le refroidissement a I'entrée du butyrateur
et par le frottement mécanique des vis a propulsion ou des agitateurs. On termine la

fabrication par un barattage et un malaxage en continu (Angers, 2010).

» Procédé par émulsion ou combinaison

La méthode par combinaison comprend trois opérations principales: déstabilisation d'une
créeme tres riche en gras (85 a 99%) ; standardisation de la composition par l'incorporation
d'eau ou d'une solution aqueuse de sel dans le gras a I'état d'huile; refroidissement en vue de
solidifier le beurre (Angers, 2010).

» Procédé par agglomération

C’est le plus répandu dans le monde. Il s’est imposé griace a sa maitrise de la qualité du
produit fini, sa souplesse d’utilisation et surtout par la productivité des appareils qu’il met en
acuvre.
Sous l'effet de I'agitation de la créme et de la formation de mousse fine par des palettes
tournant a grande vitesse (2000tr/min), il se forme trés rapidement, en deca de trois secondes,
une agglomération des globules de gras en grains de beurre qui sont transportés vers une
section de malaxage, le babeurre étant expulsé de facon continue. La créme traitée est de

concentration normale, de 40 a 50% de matiére grasse (Angers, 2010).
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2-4-3-2- Lavage, salage et malaxage
= Lavage

Il permet de refroidir et de resserrer le grain, de diluer les gouttelettes de babeurre par de
I’eau afin de limiter le développement microbien. En général, on ne peut pas descendre en

dessous de 0,5 a 1% de non-gras (Jeantet et al., 2008).

= Salage

Le sel contribue a rehausser la saveur et a prolonger la conservation du beurre. Ses
propriétés antiseptiques permettent d’y restreindre la croissance microbienne et de prévenir
certains défauts. Le sel incorporé au beurre doit étre chimiquement pur, extra fin, rapidement

et complétement soluble (Angers, 2010).

= Malaxage

Le malaxage est le traitement visant a disperser uniformément I’air, 1’eau, le sel et
composés aromatiques dans la masse butyrique, a poursuivre I'expulsion du gras liquide et des
cristaux dans les globules gras endommagés par l'opération de barattage, et a mélanger
intimement les grains de beurre pour obtenir un produit fini de consistance et de texture
désirables. Il permet également la soudure des grains de beurre et la pulvérisation de la phase
aqueuse en fines gouttelettes de diamétre moyen inférieur a 5um au sein de la matiére grasse.
Lorsqu'il est correctement réalisé, il permet d'obtenir de I’ordre de 10™ gouttelettes de non
gras par gramme de beurre. De facon générale, il recommande de poursuivre le malaxage
jusqu’a I’absence de gouttelettes d’eau visibles a I'intérieur du beurre et jusqu’a I’obtention

d’une consistance ferme, d’une texture cireuse et d’une apparence lustrée (Angers, 2010).

2-4-4- Transport et stockage intermédiaire du beurre
Le beurre est ensuite stocké de maniére temporaire avant le conditionnement dans des

tanks silos qui sont directement reliés au butyrateur (Boutonnier, 2007).

2-4-5-Conditionnement du beurre

L’emballage du beurre sert a préserver le produit des détériorations chimiques et
microbiologiques et a le protéger des chocs mécaniques (Angers, 2010). Les matériaux
utilisés sont les papiers, I’aluminium et certains plastiques thermoformés: ils doivent
présenter une bonne étanchéité, une protection contre la lumicre, I’oxygene et les odeurs de
I’environnent (Jeantet et al., 2008).
Le conditionnement du beurre est variable selon les exigences du commerce (Angers, 2010):

- Les grands formats, en contenants cubiques, servent pour le commerce de gros et pour

le stockage de longue durée ;
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- Les petits formats destinés au marché de détail se présentent généralement sous forme

de pain.

2-5- Bactéries lactiques utilisées dans la fabrication du beurre

La substance aromatique recherchée essentiellement dans le beurre est le diacétyle : il est
le fruit de I’oxydation de 1’acétoine produit par Leuconostoc cremoris et Leuconostoc
dextranicum a partir du lactose et de 1’acide citrique. Ces espéces produisent leur effet
aromatisant seulement en milieu acide : c¢’est pourquoi on les utilise en mélange avec des
ferments de Lactococcus lactis subsp. Lactis ou Lactococcus lactis subsp. Cremoris. 1l existe
cependant des souches de Lactococcus lactis subsp, Lactis (biovar, diacetylactis) capable de
former a la fois de ’acide lactique et des substances aromatisantes. La fermentation de la
créme doit permettre une production suffisante et la conservation du diacétyle (Angers, 2010).
La figure 6 présente le mécanisme biochimique de la formation de lI'aréme du beurre a partir

du lactose et de I'acide citrique (Veissyre, 1975).

Lactose
Acide acétique
Acide citrique . . .COs . Y . \
Acide oxalacétique Acide pyruvique ——> H2
-C02
Butyléne glycol -C02 Y v
Acétoine Acide acétolactique € Acétaldenyde Acide lactique
Diacétyle

Figure 6 : Mécanisme biochimique de la formation de I'ardbme du beurre a partir du lactose et

de I'acide citrique (Veissyre, 1975)

2-6- Types du beurre

Il existe différentes qualités du beurre selon les lieux et les processus de fabrication:

2-6-1- Beurre fermier
Le beurre fermier est un produit laitier traditionnel fabriqué dans les fermes avec des

cremes crues et différentes méthodes, il s’altére rapidement (Apfelbaum et al., 2009).
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2-6-2- Beurre cru ou de créme crue

Le lait utilisé n'a subi aucun traitement thermique hormis la réfrigération apres la traite. La
creme barattée est non pasteurisée et reste sous forme crue. Ce type de beurre est aussi de plus
en plus rare de par ses criteres microbiologiques moins rigoureux en ce qui concerne les

germes non pathogenes (Fredot, 2005).

2-6-3- Beurres concentrés

Il existe deux types :

e Beurre concentré destiné a la consommation directe : il est pasteurisé, déshydraté et
contient au moins 96% de matieres grasses d'origine laitiere. Ce produit est commercialisé
sous le nom « beurre de cuisine » et est plus stable au cours du stockage car quasiment toute
I'eau et la matiere non grasse ont été éliminées.

e Beurre concentré destiné a l'industrie : c'est aussi un beurre déshydraté pasteurisé mais
qui contient au moins 99,8% de matieres grasses d'origine laitiére. Il ne doit pas contenir
d'additifs neutralisants tels que les antioxydants ou de conservateurs et est commercialisé sous
le nom de « beurre patissier » (Fredot, 2005).

2-6-4- Beurre allégé
C'est un produit émulsionné dont la teneur en matieres grasses est comprise entre 41 et

65%. Sa cuisson est rendue possible (Fredot, 2005).

2-6-5- Demi-beurre
Ce terme est utilisé pour le beurre allégé dont la teneur en matiéres grasses est de 39 a 41%
(Jeantet et al., 2008).

2-6-6- Spécialités laitiéres a tartiner

Ce sont aussi des corps gras émulsionnés dont les constituants sont exclusivement d'origine
laitiere et dont la teneur en lipides est comprise entre 20 et 40%. Cependant, leur cuisson est
impossible (Fredot, 2005).

2-6-7- Beurre fin
Le beurre fin est un produit pasteurisé, la creme étant un mélange de créme pasteurisée et

de creme surgelée ou congelée (Vierling, 2003).

2-6-8- Beurre extra
Il doit étre fabriqué 72 heures au plus tard du lait ou de la creme. La pasteurisation et le

barattage de la créme doivent se faire dans les 48 heures qui suivent I’écrémage ; la créme ne
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devant pas avoir subi de désacidification, ni d’assainissement sauf la pasteurisation, ni avoir

été congelée ou surgelée (Vierling, 2003).

2-6-9- Pates a tartiner a teneurs en lipides réduites

Ces produits peuvent associer matiéres grasses laitieres et matieres grasses végétales
(huiles de soja, tournesol). Ils contiennent ainsi de 20 a 40% de matiéres grasses. On y ajoute
des additifs divers (gélatine, extraits d’algues, chlorure de sodium, caséinate de lait, vitamine

A ou D, etc.) (Fredot, 2005).
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1- Lieu d’étude

Le travail expérimental est réalisé au niveau du laboratoire central de la qualité dans
I’entreprise HODNA-Lait, spécialisée dans la fabrication de lait et des produits laitiers. Crée
en 1999, HODNA-Lait est une société a responsabilité limitée (SARL), sise dans la zone
industrielle du chef-lieu de la wilaya de M’sila, elle s’étale sur une superficie de six hectares.
Elle comprend 6 ateliers de production (tableau 7) qui fonctionnent en régime continu (trois

équipes x 8 heures).

Tableau 7 : Présentation des ateliers et leurs capacités de production dans 1’entreprise
HODNA-Lait

Capacité Effectif

Atelier Création Type de produit (litres/jour) | (personnes)

Lait pasteurisé, 1’ben et raib en

01 Octobre 1999 . .
coussin plastique

220000 80

Produits lacto-fermentés et desserts

, 200000 240
lactés

02 Septembre 2004

Produits lacto-fermentés
03 Février 2010 Fromage frais 95000 60
Produits desserts lactés
Yaourt a boire aromatisé et fruité

04 Aolt 2010 L’ben 200000 30
Raib
Lait UHT en TetrabriK de 01 litre
05 Avril 2013 Beurre en carton de 25kg 200000 30

Beurre en barquette de 250gr

) Créme dessert
06 Janvier 2014 70000 30
Flan au caramel de nappage

2- Echantillonnage

Un mélange de deux litres du lait cru a été collecté de trois fermes situées dans la
commune d’El Eulma (wilaya de Sétif) en avril 2015.
Le prélevement des échantillons est effectué apres la traite mécanique directement a partir des
cuves de stockage dans des flacons en verre stériles. Ils sont transportés a 4°C et a I’obscurité

jusgu'au laboratoire ou les analyses sont effectuées.

3- Analyses et controles sur le lait cru
Cette étude comprend les étapes décrites dans la figure 7. Les résultats obtenus

représentent la moyenne de deux répétitions successives.
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Ny’ —— > Prélévement des échantillons * Aciditt
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o Activité antibactérienne

Figure 7 : Principaux étapes de la démarche générale
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3- 1-Analyse physicochimique

L’analyse physicochimique du lait cru est effectuée avec I’analyseur infrarouge
MilkoScan™ FT2- FOSS dont le principe de fonctionnement est décrit en annexe 6. Elle
comprend les paramétres suivants :
Mesure du pH qui donne la concentration des ions H* en solution de lait, déterminations de la
matiere grasse composée, principalement, de triglycérides et de phospholipides, du taux de
protéines, du lactose (I’hydrate de carbone le plus important du lait), de I’extrait sec total ou le
taux de matiére seche, du point de congélation, de la densité ou la masse volumique, de
I’acidité dornic, et du taux de caséine (représente pres de 80% de toutes les protéines du lait).
- Recherche d’antibiotiques

La présence d’antibiotiques dans le lait et les produits laitiers fermentés ralentit ou inhibe
la croissance des ferments lactiques qui aura un effet sur 1’acidification et le caillage du lait et
résultera en de graves problémes de texture.
L’appareil BetaStar® Combo 25 Neogen a servi a la détection des antibiotiques. Son mode
opératoire est détaillé en annexe 6. 1l détecte les B-lactamines (pénicillines et céphalosporines)
et les tétracyclines (oxytétracycline, chlortétracycline et doxycycline).

3-2- Recherche et dénombrement des germes de contamination

On entend par «microorganisme de contamination» tout microorganisme autre que ceux
responsables de fermentations spécifiques du type du lait fermenté considéré (JORA n° 32 du
23 mai 2004. Arrété du 27 mars 2004).

3-2-1- Préparation des dilutions

Une série de dilutions est réalisée a partir du lait cru que I’on aura homogénéisé par au
moins 10 secondes d’agitation au vortex. La premiere dilution est préparée de facon classique
en prelevant ImL du lait cru dans 9mL d’eau physiologique stérile (Guiraud, 2003). 1l est
souvent nécessaire d’aller jusqu’a la dilution 10”. Ensemencement de deux boites de Pétri
par dilution et par milieu de culture.
La composition des milieux de culture utilisée est en annexe 1.
En tenant compte que les boites contenant entre 10 et 300 colonies. Le nombre de

microorganismes par mL est calculé a 1’aide de la formule suivante (Guiraud, 2003) :

C : nombre de colonies comptées par boite

nl : nombre de boites comptées dans la premiére dilution

n2 : nombre de boites comptées dans la deuxieme dilution

d : facteur de dilution & partir duquel les premiers comptages ont été obtenus
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3-2-2- Dénombrement de la flore totale aérobie mésophile (FTAM)

Le dénombrement de cette flore refléte la qualité microbiologique générale du lait, et peut
donner une indication sur 1’état de sa fraicheur ou de son altération.
1mL des dilutions (10 jusqu’a 107) est ensemencé dans la masse d’une gélose Plate Count
Agar (PCA). Les cultures sont incubées a 30°C pendant 72 heures. Le résultat s’exprime en

unités formant colonies (UFC)/mL (Lebres et al., 2002).

3-2-3- Dénombrement des coliformes

Leur présence dans 1’échantillon est une indication d’une contamination fécale récente
(Guiraud, 2003).
Le dénombrement est effectué par ensemencement dans la masse des dilutions (10 jusqu’a
10") d’une gélose lactosée biliée au cristal violet et au rouge neutre (VRBL). L’incubation est
faite pendant 24 a 48 heures a 37°C pour les coliformes totaux et a 44°C durant 24 a 48
heures pour les coliformes fécaux. Les coliformes totaux et fécaux forment sur ce milieu des
colonies rouges foncées, d’un diamétre de moins de 0,5mm et ayant une forme ronde ou

lenticulaire (Lebres et al., 2002).

3-2-4- Dénombrement de la flore fongique

La flore fongique comprend les levures et les moisissures. Son dénombrement est réalisé
par ensemencement dans la masse de 1mL de lait ou de ses dilutions (10™ jusqu’a 10™) de la
gélose a D’oxytétracycline-glucose (OGA), avec ajout de 20mL/L d’oxytétracycline a
5mg/mL. Les boites sont incubées pendant 5 jours a 25°C. La premiere lecture est faite au
bout de 3 jours et le nombre des colonies est noté. Cette double numérotation est
indispensable lorsque les moisissures se développent rapidement car elles risquent d’envahir

le milieu (Guiraud, 2003).

3-2-5- Recherche de Staphylococcus aureus

Elle est faite sur une gélose Baird Parker (BP). A 225mL de cette gélose en surfusion,
15mL d'une solution de jaune d'ceuf au téllurite de potassium est ajoutée. 0,1mL de la solution
mére et des premiéres dilutions (10" et 10”) est ensemencé en surface. Aprés une incubation
de 24 a 48 heures a 37°C, les colonies caractéristiques de Staphylococcus aureus sont noires,
brillantes, convexes entourées d'une zone de transparence qui peut étre translucide.
Pour s'assurer qu'il s'agit bien de colonies de Staphylococcus aureus, une recherche de la

catalase est effectuée sur 2 a 3 colonies par boite de Pétri (Lebres et al., 2002).
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3-2-6- Recherche et numération des Clostridium sulfito-réducteurs

Le dénombrement est réalisé en anaérobiose et repose sur I’appréciation de la réduction du
sulfite en H,S dont la mise en évidence est obtenue par addition au milieu d’alun de fer.
A 20mL de gélose viande-foie (VF) régénerée et ramenée a 50°C, on ajoute 0,5mL d’une
solution aqueuse de sulfite de Na a 5% (p/v) (stérilisé par filtration) et 0,2mL d’une solution
aqueuse d’alun de fer a 5% (p/v) (stérilisé par filtration).
1mL de la solution mére et des dilutions 10™ et 10 est introduit dans le tube en surfusion.
Refroidissement et incubation a 37°C pendant 24 heures. Les colonies des bactéries sulfito-

réductrices sont noires ; leur taille varie selon 1’espéce (Lebres et al., 2002).

3-2-7- Dénombrement des Streptocoques fécaux

Les streptocoques du groupe D ou streptocoques fécaux sont recherchés et dénombreés en
milieu liquide par la technique du NPP (Nombre le plus probable) (Lebres et al., 2002).
Test présomptif : le milieu a ’azide de sodium (Rothe) est ensemencé en triple, a partir de
trois dilutions successives (10 & 10%). Aprés 24 a 48 heures d’incubation a 37°C, les tubes
présentant un trouble microbien sont considérés comme positifs.
Test confirmatif : Chaque tube positif du test de présomption a fait I’objet d’une confirmation
sur milieu EVA Litsky par repiquage a 1’aide dune 6se. Apres incubation a 37°C pendant 24
heures, les tubes présentant a la fois un trouble microbien et une pastille blanchétre ou violette
au fond sont considérés positifs. Le dénombrement est fait par usage de la table de McGrady a

trois tubes.

3-2-8- Recherche de Salmonella

La recherche des salmonelles a été effectuée selon le protocole décrit par Lebres et al.
(2002) :
Pour le Pré-enrichissement, ajouter 25mL du lait & 225mL d’une eau peptonée tamponnée.
Incubation a 37°C pendant 18 heures.
L’enrichissement est réalisé & partir du milieu de pré-enrichissement, 10mL est transféré dans
deux flacons contenant 100mL du bouillon au sélénite et a la cystéine, 1’incubation se fait a
37°C pour le premier flacon et a 42°C pour le deuxiéme flacon pendant 24 a 48 heures.
L’isolement est effectué par ensemencement d’une 6se du milieu d’enrichissement a la
surface de la gélose biliée lactosée au vert brillant et au rouge de phénol. L’incubation se fait
a 37°C pendant 24 heures.

Les salmonelles forment des colonies roses entourées d’une zone rouge.
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4- Fabrication traditionnelle du beurre cru et analyses physicochimique et
microbiologique
4-1- Fabrication du beurre

Le lait cru est incubé a 30°C pour le déclenchement de la fermentation spontanéee. Cette
derniere aboutit a la formation d'un lait caillé appelé (Rayeb) qui est soumis a une agitation
pendant 45 minutes. Une quantité d’eau tiéde est ajoutée afin de favoriser la séparation des

grains de beurre (figure 8).

Prélévement de 1’échantillon

v

Incubation a 30°C

Y
Fermentation
spantanée

A \ 4
Lait coagulé « Raib »

Adition d’une quantité | v
d’eau tiede Barattage pendant 45
minutes

Figure 8: Schéma simplifie de la fabrication traditionnelle du beurre cru au niveau du

laboratoire

4- 2- Analyse physicochimique du beurre
Une boite de Pétri est remplie de beurre puis introduite dans 1’analyseur Food Scan™ -
FOSS (annexe 6). Cette analyse comprend les mesures du pH, du taux de la matiere grasse, de

I’humidité, de I’extrait sec total, de 1’extrait sec dégraissé et du taux des sels.
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4-3- Analyse microbiologique du beurre
4-3-1- Préparation de I’échantillon

2,5g de I’échantillon sont placés dans un tube a essai avec 2,1mL d’eau physiologique
stérile puis incubé a 45°C jusqu’a fusion. Aprés homogénéisation vigoureuse, le mélange est
conservé au bain-Marie a 45°C jusqu’a séparation des deux phases. 1ImL de la phase aqueuse
prélevé a la pipette stérile servira a la préparation des dilutions pour 1’analyse
microbiologique (Guiraud, 2003).

4-3-2- Recherche et dénombrement des germes de contamination
La recherche et le dénombrement des germes de contamination du beurre est identique a

celle de la section 3-2. Les dilutions sont généralement effectués jusqu’a 107,

4-4- Mise en place d’une collection de flore lactique
4-4-1- Isolement et purification des bactéries lactiques

L isolement des bacilles lactiques est réalisé par étalement de 0,1mL des dilutions 10 &
10°® & la surface de la gélose MRS (Man, Rogosa, et Sharpe) et celui des coques lactiques sur
la gélose M17 (Gélose de Terzaghi). L’incubation des boites de Pétri est faite a 30°C pendant
48 a 72 heures (Guiraud, 2003). De chaque boite, une dizaine de colonies apparemment

caractéristiques du groupe est prélevée puis purifiée par repiquage successifs.

4-4-2- Caractérisation préliminaire des isolats lactiques
4-4-2-1- Etude culturale et morphologique

L’examen macroscopique des colonies (forme, taille, couleur, etc.) est fait a I’aide d’une
loupe binoculaire.
La forme, le groupement cellulaire et le Gram des souches sont déterminés par la technique de
coloration différentielle décrite par Gram (1884) a I’aide d’un microscope photonique
(modéle OPTIKA). La mobilité cellulaire est déterminée par une observation a 1’état frais

selon le protocole décrit par Guiraud (2003) (annexe 4).

4-4-2-2- Test de la catalase

La catalase permet la dégradation de 1’eau oxygénée (H,0O,) en oxygene et en eau. Elle est
mise en évidence en émulsionnant une colonie de I’isolat a tester dans une solution fraiche
d’eau oxygénée a 10 volumes. Un dégagement gazeux abondant traduit la décomposition de

I’eau oxygénée sous I’action de 1’enzyme a tester (Guiraud, 2003).

4-4-3- Conservation des isolats
La conservation des isolats a court terme est faite sur gélose inclinee a 4°C. A long terme,

des cultures pures sont placées en tubes Eppendorfs contenant les bouillons MRS (bacilles) ou
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M17 (cocci) additionnés de 30% (v/v) de glycerol stérile puis conserves a -20°C (ldoui et al.,
2009).

Un second mode de conservation est également utilisé. Les souches pures sont cultivées sur
du lait écrémé stérile a 10% (p/v) enrichi par 0,05% (p/v) d'extrait de levure puis incubés a
30°C. Dés la coagulation du lait, les cultures sont placées a -20°C (Boublenza, 2013).

Avant utilisation, les isolats stockés sont activés par transfert de 1% d’inoculum dans le

bouillon MRS ou M17, incubé a 30°C pendant 18 a 24 heures (Mauguin, 1991).

4-5- Caractérisation physiologique et biochimique des isolats lactiques

Trente (30) isolats a Gram positif (cocci ou bacilles) et catalase négative sont retenus
comme étant des bactéries lactiques. Leur identification est faite conformément au protocole
de Carr et al. (2002) (figure 9), et usage des caracteres biochimiques et physiologiques
différentiels de Von Wright et Axelsson (2012) (tableau 1).

4-5-1- Test des températures de croissance

Il est effectué par ensemencement d'une culture pure et jeune (18 heures) de deux séries de
bouillons MRS ou M17. La premiére série est incubée a 10°C pendant 7 jours et la seconde a
45°C pendant 24 a 48 heures. La turbidité des tubes ensemencés est comparée a un milieu de
culture non ensemencé et incubé dans les mémes conditions. Ce test permet de distinguer les

bactéries lactiques mésophiles des thermophiles. (Carr et al., 2002 ; Badis et al., 2004).

4-5-2- Croissance en présence de NaCl

La méthode consiste a ensemencer des bouillons hypersalés a concentrations finales en
NaCl de 6,5% et 18% (p/v) par des cultures jeunes. Aprés incubation a 30°C pendant 24 a 72
heures, la croissance de ces bactéries se manifeste par un trouble du milieu en comparaison

avec un tube témoin non ensemencé (Sherman, 1937 ; Carr et al., 2002 ; Axelsson, 2012).

4-5-3- Croissance a pH 4,4 et 9,6

Des cultures jeunes sont ensemencées sur bouillons hyperalcalin (pH 9,6) et hyperacide
(pH 4.,4). Aprés une incubation a 30°C pendant 24 a 72 heures, 1’aptitude a croitre sur ces
milieux se traduit par ’apparition d’un trouble.
La croissance est appréciee par examen des milieux de culture et par comparaison avec un
tube de milieu de culture non ensemencé incubé a la méme température (Carr et al., 2002 ;
Mathara et al., 2004).
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4-5-4- Recherche de type fermentaire

Ce test permet de discriminer les isolats lactiques homofermentaires des
hétérofermentaires. 1l consiste a mettre en évidence la production de gaz (CO,) a partir du
glucose. La culture des isolats est faite sur bouillon MRS modifié par suppression de citrate
d'ammonium et d'extrait de viande et supplémenté de glucose et de la cloche de Durham.
Apres incubation a 30°C pendant 24 a 48 heures, la production de CO, se traduit par une
présence de gaz dans la cloche (Holzapfel et Gerber, 1983 ; Muller, 1990 ; Carr et al., 2002).

4-5-5- Recherche de I’arginine dihydrolase (ADH)

Cette enzyme libére I’ammoniac et la citruline a partir de 1’arginine. Pour réaliser ce test,
chaque souche est ensemencée dans un tube de bouillon Mdeller avec arginine et sur un autre
sans arginine (tube controle). Les deux tubes sont recouverts avec de 1’huile de vaseline
stérile. L’incubation est faite 4 30 C pendant au moins 4 jours.

Les souches possédant I’ADH vont acidifier le milieu en fermentant le glucose (virage au
jaune). Cette acidification favorise 1’activit¢ de 1’arginine dihydrolase qui va dégrader

l'arginine et libérer ’ammoniac d’ou virage de la couleur au violet (Gelman et al., 2000).

<Bacte’rie Lactique : Gram+, Catalase->

- , n
Gaz a partir du glucose
» . S
Cocci Bacille Arginine
D Lactate DL
l | |
Lactobacillus Cocci ou ,
homofermentaire Coccobacille Bacille
+Y .
Tétrades — - l +
15°C

\ Lactobacillus
heterofermentaire =

| | '
(Themotactriom ) | Stepobagenim ) - Leuconostoc ) Bebecrum
+

Pediococcus

4 \

+
10°C 6,5 % NaCl

/

Lactococcus) | Streptococcus Enterococcus

Figure 9: Cle d'identification des bactéries a Gram positif (Carr et al., 2002)
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4-6- Utilisation de la galerie biochimique API 50 CH

Une dizaine de souches a été sélectionnée parmi la trentaine (section 4-7-1) pour une
caractérisation biochimique a I’aide des API 50 CH (bioMerieux, France). C’est un systéme
standardisé associant 49 tests biochimiques permettant I’¢tude du métabolisme des hydrates
de carbone des microorganismes.

API 50 CH est utilis¢ en combinaison avec API 50 CHL Medium pour I’identification des
Lactobacillus et genres apparentés (annexe 6).
L’ensemencement de la galerie a été réalisée selon les instructions du fabricant, une premiére

lecture est faite apres 24 heures et la seconde apres 48 heures.

4-7- Caractérisation technologique des souches lactiques isolées
Les principales fonctions d'une souche dite « performante » étant son pouvoir acidifiant,

son activité protéolytique et sa stabilité en culture mixte (Cogan et al., 1997).

4-7-1-Pouvoir acidifiant

L'un des critéres technologiques les plus importants chez les bactéries lactiques, c'est leur
cinétique de production d'acide lactique (Hassain, 2013).
En se basant sur la vitesse d’acidification, dix souches ont été retenues pour une étude
technologique.
La vitesse d’acidification est évaluée par le calcule de ApH, en inoculant (1%, v/v) de culture
bactérienne de 18 heures dans le lait écrémé a 10% (p/v) et incubé a 30°C. Le pH est mesuré
apreés 6 heures d'incubation (Bradeley et al., 1992).

pHi : pH initial du lait écrémé

pHn : pH obtenu aprés 6 heures

L'évolution de l'acidité dans le milieu en fonction du temps a été effectuée en dosant la
guantité d'acide lactique produite dans le lait par titrimétrie. 2 a 5 gouttes d'un indicateur
coloré (phénophtaléine) sont ajoutées & 10mL d'échantillon du lait a analyser. Le titrage est
réalisé avec une solution de soude (N/9) jusqu'au virage de la couleur blanche au rose pale. A
ce moment, le volume de la soude écoulé est noté et les résultats sont exprimés en degrés

Dornic (°D). La mesure de pH est faite par un pH-metre (Guiraud, 2003).

Vnaon : Volume de soude écoulé pour titrer 10mL de lait
1°D =0,1 g/L de lactate
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4-7-2-Pouvoir protéolytique

L'évaluation qualitative de l'activité proteolytique des souches testées a été réalisée sur
gélose Plate Count Agar (PCA) additionnée du lait écrémé a 10% (p/v). Des disques de papier
Wattman stérile sont déposes a la surface de cette gelose, puis chaque disque regoit 10uL
une culture jeune et incubés a 30°C pendant 5 jours. L'activité protéolytique est
reconnaissable par la présence d'un halo clair autour des colonies puis les diamétres des zones

translucides de protéolyse sont mesurés (Thapa et al., 2006).

4-7-3-Pouvoir lipolytique

La lipolyse est mise en évidence sur gélose aux triglycérides. Cette derniere a été coulée et
solidifiée. Des disques de papier Wattman stérile sont déposés a la surface de cette gélose,
puis chaque disque regoit 10uL d'une culture jeune. Aprés une incubation a 30°C pendant 48
heures, la lipolyse est révélée par une zone d’éclaircissement autour des disques (Guiraud,
2003).

4-7-4-Pouvoir texturant

Des cultures jeunes sont ensemencées en stries sur une gélose hypersaccharosée déja
coulée et solidifiée. Apres incubation a 30°C pendant 24 a 48 heures, la production des
exopolysaccharides se manifeste par 1’apparition de colonies larges et gluantes (Leveau et al.,
1991).

4-7-5- Pouvoir aromatisant

La capacité des souches lactiques a produire des composés aromatisants au cours de
processus de fermentation peut étre mise en évidence sur le milieu de culture Clark et Lubs.
Les souches sont cultivées sur ce milieu ; apres 24 a 48 heures d'incubation a 30°C, 2mL de
cette culture sont transvases dans un tube a hémolyse stérile puis 0,5mL de KOH a 40% (p/v)
(réactif VP1) et 0,5mL dalpha-naphtol (v/p) (réactif VP2) sont ajoutés. La présence

d'acétoine se traduit par une coloration rose (Zourari et al., 1992).

4-7-6- Pouvoir antibactérien par la methode de contacte directe

Chague isolat est ensemencé par touche a la surface de la gélose MRS. Aprés 18 heures
d’incubation a 30°C, 7mL de milieu Mueller-Hinton (MH) semi-solide (a 0,7% d'agar- agar)
inoculé par 100uL d'une culture jeune de 24 heures des souches pathogénes tests, est versé
par-dessus la premiere gélose conformément a la méthode de la double couche.
Les boites de Pétri sont incubées a 30°C pendant 24 a 72 heures. La formation d'un halo
autour des souches ensemencées par touches indiquera une inhibition de la souche pathogéne
test (Hernandez et al., 2005).
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Les souches pathogéenes tests utilisés sont : Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia
Coli (ATCC 25922), Bacillus cereus (ATCC 10876) et Micrococcus luteus (ATCC 4698).

4-8- Etude des interactions entre les souches lactiques sélectionnées

Les interactions sont généralement classées en deux groupes : antagonisme (interaction
négative) et stimulation (interaction positive) (Grattepanche, 2005). Le choix des ferments
mixtes repose sur I'étude du type d’interactions qui existe entre eux.
L’interaction entre les isolats sélectionnés est étudiée par la méthode décrite par Tadesse et al.
(2004). Une des souches retenues est ensemencee a la surface de la gélose MRS puis des
disques de papier Wattman stériles sont imbibés par les autres souches lactiques et placés a la
surface de la gélose. Les boites sont laissées sécher sur la paillasse pendant 30 minutes.
L’antagonisme se traduit par la présence d’une zone d’inhibition aprés incubation & 30°C
pendant 48 & 72 heures.
Les souches ayant une symbiose entre elles sont choisies pour la reconstitution de ferments

mixtes mésophiles.

4-9- Aptitudes technologiques des ferments mixtes reconstitués

Les ferments mixtes mésophiles reconstitués sont soumis a une évaluation des aptitudes
technologiques : pouvoirs acidifiant, protéolytique, lipolytique, aromatisant, et texturant (voir
section 4-7).

5- Application des ferments mixtes reconstitués dans la fabrication technologique de la
créme sure

Les deux principaux produits de la creme fermentée sont la creme sure et la creme fraiche
(Marth et Steele, 2001). Pour la présente étude, le choix est porté sur la fabrication de la

creme sure, non produite en Algérie.

5-1- Préparation des levains lactiques mésophiles

Les levains mixtes comprenant, selon des proportions définies, des souches productrices
d'ardbme associes a des souches acidifiantes. La proportion des bactéries aromatisantes doit
étre d'environ de 20 a 40% (Veisseyre, 1975).
Pour préparer la culture avec laquelle la creme doit étre ensemencée. On commence par
ensemencer de ferment mixte dans un récipient stérile contenant du lait écrémé stérile a raison
de 1% (v/v) (Veisseyre, 1975 ; Kosikowski et Mistry, 1997). Aprés une incubation a 25°C,
pendant une quinzaine d'heures et jusqu’a ce que l'acidité finale du lait écréme soit comprise
entre 75 et 90°D, le récipient de lait, & présent caillé, servira & ensemencer la creme sure
(Veisseyre, 1975).
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5-2- Fabrication de la creme sure

Les étapes de fabrication industriel de la creme sure sont représentées dans la figure 10.
Elles dérivent des diagrammes de fabrication de Kosikowski et Mistry (1997) et de Costello
(2009).

5-2-1- Ecrémage centrifuge
L’écrémage du lait a lieu dans une écrémeuse centrifuge qui permet par sa rotation trés
rapide (6000 t/min) a l'intérieur d'une cuve la séparation de la creme, il se fait a une

température de 68°C.

5-2-2- Homogénéisation
Elle se fait a des pressions de 18kPa, et a une température de 71°C, ces parametres varient

en fonction de la teneur en matiéres grasses.

5-2-3- Pasteurisation
La pasteurisation est effectuée a une température de 95°C pendant 15 a 20 secondes et
permet la destruction des germes pathogénes. Apres pasteurisation 0,2% (v/v) d’acide citrique

stérile sont ajoutés a la creme pasteurisé.

5-2-4- Ensemencement en ferments lactiques et maturation

Cette étape se réalise a une température de 25°C. La creme est ensemencée a raison de 1%
(v/v) par les ferments lactiques reconstitués qui permettent sa maturation. Elle s'acidifie,
s'épaissie, et développe de nouveaux ardmes (formation notamment de diacétyle). Au cours de

I’ensemencement de la créme un volume de la présure est ajouté a raison de 0,00095% (v/v).

5-2-5- Refroidissement et conditionnement

Le refroidissant se fait a une température inférieure a 10°C. Le conditionnement est fait

dans des flacons en verre stériles.

5-3- Controéle de qualité de la creme sure
5-3-1- Analyse physicochimique
Elle est effectuée avec I’analyseur infrarouge Food Scan™ - FOSS (voir section 4-2).

5-3-2- Analyses microbiologiques
5-3-2-1- Préparation des échantillons

L’échantillon de la créme (59) est placé dans un récipient stérile avec 45mL d’eau
physiologique stérile. L’ensemble est homogénéisé et sert a préparer les dilutions jusqu’a 10™
(Guiraud, 2003).
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5-3-2-2- Recherche et dénombrement des germes de contamination

La recherche et le dénombrement des germes de contamination de la créme sure est

identique a celle de la section 4-3-2.

Ecrémage centrifuge

‘// 0,2 % (v/v) acide \‘
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(68°C) & 6000 t/min

v
e N ™~

Créeme cru )
o 2

\ 4

o\
[ Lait écrimé )

o %

Dégazage a 71°C

’—» Odeurs désagréables >

4

Homogénéisation a
71°C/18kPa

v

Pasteurisation

95°C /15 a 20s

»

4 * Ferments mixtes \\‘
\_reconstitué a 1% (v/v) /

4

Refroidissement a la
température de maturation

4

0,00095% (v/v) de
Présure stérile

|
C )

\A 4

Maturation biologique

Jusqu’a

a25°C

I’ obtention > PH 4,5

\ 4

Refroidissement a 5°C

4

Conditionnement

Creme sure

Figure 10: Schéma générale des étapes de 1’essai de fabrication de la créme sure

6- Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + écart-type. Les courbes et les

histogrammes sont tracés avec le logiciel Microsoft Excel 2007.
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Résultats et discussion

1- Analyses et contrdles sur le lait cru
1-1- Analyse physicochimique

La qualité du lait représente une notion complexe car elle posséde plusieurs dimensions
telles que la qualité physicochimique et microbiologique. Elle peut étre jugée par son
efficacité a la transformation en créme, en beurre ou en fromage.
Les résultats de 1’analyse physicochimique du lait cru par I’analyseur infrarouge sont

présentés dans le tableau 8.

Tableau 8 : Résultats des analyses physicochimiques du lait cru

Parametre Valeur JORA n°069 du 27-10-1993
pH 6,52+0,02 -

Acidite (°D) 20,27+0,5 16418

Densité (g/cm? 1,031+0,004 1,030 4 1,034
EST(%) 12,31+0,06 -

MG (%) 3,46x0,06 3,4 au minimum
Protéine (%) 3,13+0,04 -

Caséine (%) 2,37+0,01 -

Lactose (%) 4,57+0,09 -

Point de congélation (°C) | - 0,523+0,001 -

-, absence de norme nationale

La valeur moyenne enregistrée de pH du lait est 1égérement inférieure a celles mentionnées
par d’autres auteurs qui sont de 6,6 et 6,8 a 20°C (Sharma, 2006 ; Kailasapathy et al., 2011).
Généralement, le pH a tendance encore a diminuer avec le stockage du lait.

L'acidité est parmi les principaux parameétres qui déterminent la qualité du lait cru. La valeur
trouvée est de 20,27+0,5°D. Elle est plus élevée que celle recommandée par la norme
algérienne. Le pH et I’acidité dépendent de la teneur en sels minéraux et en ions, des
conditions hygiéniques lors de la traite, de la microflore microbienne et de son activité (Amiot
et al., 2010).

Quant a la valeur moyenne de la densité du lait cru, elle est comprise dans I’intervalle des
valeurs recommandées par la norme algérienne. La densité dépend, principalement, de la
teneur en matiere séche qui est liée fortement a la fréquence de I’abreuvement (Siboukeur,
2007).

En ce qui concerne la moyenne de 1’extrait sec total du lait (EST), elle est comparable a celles
rapportées par plusieurs auteurs (10,5 — 14,5%) (Vignola et al., 2002 ; Chandan et al., 2006 ;
Kailasapathy et al., 2008).

La valeur moyenne de la teneur en protéines est dans la fourchette de Sandholm et Saarela

(2003) et de Kailasapathy et al. (2011) soit 3 a 5%. Le lactose, principal sucre présent dans le
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lait est dans I’intervalle 40-50g/L, teneur normale pour un lait cru alors que la valeur de la
caseine donnée par I’analyseur est légérement inférieure a celles des nombreux auteurs
(Sandholm et Saarela 2003 ; Kailasapathy et al., 2011) soit (2,5 a 2,7%).

Le point de congélation du lait est inférieur a celui de I'eau pure en raison des composants
dissous tels que le lactose et les sels solubles. 1l permet de contr6ler si le lait de vache a été
dilué avec de I'eau (Chandan et al., 2008). La valeur moyenne obtenue est en accord avec
celles de Kailasapathy et al. (2011). Quant a la teneur moyenne en matiére grasse (MG), le
résultat trouvé est dans I’intervalle des valeurs données par Amiot et al. (2010) (2,5 a 5%).

La légere différence qui existent entre nos valeurs et celles citées par d’autres auteurs peut
étre due a des différences de race, du climat, du stade de lactation, a la disponibilité
alimentaire, et aux conditions de la traite et de transport comme cela a été justifié par Walstra
et al. (1999), Chandan et al. (2008) et Kailasapathy et al. (2011).

- Test d’antibiotiques

La recherche d’antibiotiques dans le lait cru réalisée par I’appareil BetaStar® Combo 25
Neogen a révélé leur absence (figurell). Cette absence est recommandée par les
réglementations nationale et internationale (Arrété de 24 janvier 1998, JORA N° 35 du 27-05-
1998 ; Arrété francaise dul8 mars 1994).

Figure 11: Résultat obtenu pour le test d’antibiotique des échantillons du lait cru

1-2- Recherche et dénombrement des germes de contamination

Le lait cru est un produit hautement nutritif sur le plan nutritionnel, par conséquent, il
constitue un milieu favorable pour le développement des microorganismes. Sa production doit
étre séverement controlée en raison des risques éventuels qu’il peut présenter pour la santé
humaine.
Une évaluation de la qualité microbiologique du lait de vache consiste a rechercher la
microflore de contamination. Elle a été réalisée par le dénombrement de la flore totale aérobie
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mésophile, des coliformes totaux et fécaux, de la flore fongique, de Staphylococcus aureus, de
Clostridium sulfitoréducteurs, des Streptocoques fécaux et de Salmonella (tableau 9).

Les résultats obtenus sont discutés en fonction des critéres microbiologiques requis par la
réglementation algérienne (Arrété interministériel du 27 mai 1998), relatif aux spécifications
microbiologiques de certaines denrées alimentaires.

La numération des différentes flores microbiennes a donné des valeurs nettement supérieures
aux normes admises par le journal officiel algérien et aux normes internationales (arrété
francaise de 02 mars 1995) et aussi aux travaux de plusieurs auteurs. Cependant, on a noté
une charge en Clostridium sulfitoréducteurs inferieure a la norme algérienne et une absence

des salmonelles dans le lait cru.

Tableau 9: Résultats de I’analyse microbiologique des échantillons et exigences

réglementaires nationales en matiére de qualité microbiologique du lait cru

Germes Nombre Norme nationale
FTAM 1,2.10° UFC/mL 10°
Coliformes totaux 9,2.10" UFC/mL -
Coliformes fécaux 2,7.10" UFC/mL 10°
Levures 2,6.10* UFC/mL -
Moisissures 6,1.10° UFC/mL -
Staphylococcus aureus 1,9.10* UFC/mL Absence
Clostridium sulfitoréducteurs 1.10 UFC/mL 50
Streptocoques fécaux 11 germes/mL Absence
Salmonella Absence -

-, absence de norme nationale
La forte contamination microbienne est sans doute liée au manque d’hygiéne lors de la traite
ou des equipements utilisés pour la traite. L’existence des coliformes totaux n’indique pas
nécessairement une contamination fécale directe du lait, mais elle est considérée comme un
indicateur de mauvaises pratiques d’hygiéne et sanitaire. Alors que la présence des coliformes
fécaux et des streptocoques fécaux qui sont des hdtes du tube digestif de ’homme et des
animaux est un indice d’une contamination par les féces des vaches ou par les mains du
trayeur (Hamama, 1989). Quant a Staphylococcus aureus, il est présent au niveau de la peau
de la mamelle et des trayons et a donc tout loisir de coloniser des blessures de trayons et
I’intérieur de la mamelle (Faye et Loiseau, 2002). Etant donné son habitat et sa frequente mise

en cause dans les mammites, la présence de staphylocoques dans le lait parait quasi inévitable.
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2- Fabrication traditionnelle du beurre cru et analyses physicochimique et
microbiologique

Le beurre cru est un aliment fragile et altérable par la chaleur notamment ou par d’autres
facteurs capables de nuire sa qualité physicochimique et microbiologique. Il est fabriqué de
maniere traditionnelle (figure 12) au niveau du laboratoire de 1’'unit¢é HODNA lait puis soumis
a un contréle de qualité physicochimique et microbiologique.
A partir de 1,7L du lait cru environ de 57,7g du beurre sont obtenus, 2,5g sont utilisés pour les

analyses microbiologiques et le reste pour les analyses physicochimiques.

Figure 12 : Aspect visuel du beurre cru fabriquer au niveau du laboratoire

2-1- Analyse physicochimique du beurre

Le but principal des analyses consiste a vérifier la conformité des échantillons analysés aux
criteres et normes fixés par la réglementation. Les résultats physicochimiques sont donnés par
I’analyseur infrarouge. Le pH obtenu est de 4,92+0,10, cette valeur se trouve dans I’intervalle
4,7 a 5,8, indiqué par Jeantet et al. (2008).
Dans I’ensemble, les valeurs données par 1’analyseur différent de celles de la norme
algérienne (JORA n°096 du 23-12-1998) (tableau 10) et de celles données par plusieurs
auteurs (Walstra et al., 1999 ; Chandan et al., 2008).
Concernant le taux des sels, la valeur enregistrée est nettement superieure a celle

recommandée par Jeantet et al. (2008) soit 0,1% pour un beurre industriel.

Tableau 10 : Résultats des analyses physicochimiques du beurre traditionnel

Parameétre Valeur JORA n°096 du 23-12-1998
pH 4,92+0,10 -

MG (%) 72,28+0,04 82 au minimum

EST (%) 74,87+£0,03 84 au minimum

ESD (%) 2,58+0,01 2 au maximum
Humidité (%) 25,14+0,03 16 au maximum

Taux des sels (%) 0,93+0,06 -

-, absence de norme nationale.
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Cette différence dans les parameétres physicochimiques du beurre cru fabrique par la méthode
traditionnelle peut étre liée, a la qualité physicochimique et a I’activité microbienne de lait cru
utilisé pour leur fabrication et aussi a la méthode de fabrication traditionnel comme cela a été

mentionné par quelques auteurs (EI-Marrakchi et al., 1986 ; Lahsaoui, 2009).

2-2- Analyse microbiologiques du beurre

Le beurre cru fabriqué contient une charge microbienne importante représentée par la flore
totale aérobie mésophile, les germes de contamination fécale (coliformes totaux et fécaux) et
la flore fongique. On a noté également la présence de la bactérie pathogene Staphylococcus
aureus (tableau 11). Les dénombrements ont donné des valeurs nettement supérieures aux
normes fixées par le journal officiel algérien (Arrété interministériel du 27 mais 1998) et aux
normes internationales (arrété francaise de 15 avril 1986) et aux travaux de plusieurs auteurs.
Dans la législation algérienne et frangaises nous n’avons pas trouvée des normes concernant
la flore totale aérobie mésophile, les coliformes fécaux, les Clostridium sulfitoréducteurs,
pour le beurre cru mais uniquement le beurre pasteurise et autres types du beurre.
Par ailleurs, la charge microbienne n’a pas diminué de la matiere premiere (lait cru) vers le
produit qu’est le beurre. Beerens et Luquet (1987), ont rapporté I’existence d’un transfert de
microorganismes du lait vers le beurre. Les flores microbiennes semblent peu génées par

I’acidification du lait. Le beurre fabriqué ne contient pas de Clostridium sulfitoréducteurs.

Tableau 11: Résultats de I’analyse microbiologique du beurre cru

Germes Nombre moyen | Norme nationale
FTAM 1,45.108 UFC/g -
Coliformes totaux 1,26.10" UFClg 10
Coliformes fécaux 1,15.10" UFC/g -
Levures 1,8.10* UFC/g 10°
Moisissures 2,7.10% UFClg 3.10°
Staphylococcus aureus 0,7.10* UFC/g 10°
Clostridium sulfitoréducteurs 0 -

-, absence de norme nationale

3- Mise en place d’une collection de flore lactique
3-1- Caractérisation préliminaire des isolats lactiques

La collection d’isolats lactiques constituée a fait 1’objet d’une étude d’aptitudes
technologiques qui permettra la sélection de souches mixtes qui seront utilisées pour la

fabrication de la créme sure.
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Un premier souchier de 64 isolats lactiques a été constitué a partir du beurre cru. Apres leur
purification, des tests préliminaires d’identification sont effectués. Il s’agit d’une
détermination de I’aspect macroscopique, microscopique et de la recherche de la catalase. Sur
la base des résultats obtenus (bacilles ou cocci a Gram positif et catalase négative), 30 isolats
considérés comme eétant des bactéries lactiques sont retenus pour une identification

phénotypique. lls sont désignés par un code composé de lettre et de numero.

3-2- Examen macroscopique

L'aspect macroscopique déterminé sur milieu solide par la loupe binoculaire a permis
d'observer des colonies blanchatres, cremes et parfois translucides, a contour régulier ou
irrégulier et dont le diamétre varie de 0,5 & 2mm. Des exemples d’aspects culturels sont

donnés par la figure 13.

Figure 13: Aspect des colonies des bactéries lactiques sur milieu solide apres incubation

3-3- Examen microscopique

L’observation microscopique des trente souches aprés coloration de Gram a identifié 4
isolats de forme bacillaire et le reste sont des cocci qui représentent un pourcentage de 87%
(figure 14). Les cellules sont disposées sous forme isolée, en paires ou en chaines. Cette
dominance des coques par apport aux bacilles est déja obtenue avec Bakhouche (2006) qui a
travaillée sur le lait cru de vache (80,3% isolats des coques et 19,7% ont la forme bacillaire).
Cet examen microscopique est complété par une observation a 1’état frais (annexe 5) qui a mis

en évidence I’immobilité de I’ensemble des isolats (tableau 12).

m Cocci ®Batonnet

Figure 14 : Répartition des souches isolées selon la forme des cellules
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Tableau 12: Examen microscopique des isolats lactiques du beurre cru

Souche Morphologie cellulaire Mode d'association Mobilité
BL1 Cocci Isolé, en paires, en chaine -
BL 2 Cocci Isolé, en paires, en chaine -
BL 3 Cocci Isolé, en paires, en chaine -
BL 4 Cocci Isolé, en paires, en chaine -
BL5 Cocci En paires, en chaine -
BL 6 Cocci En paires, en chaine -
BL 7 Cocci En paires, en chaine -
BL 8 Cocci Isolé, en paires, en chaine -
BL 9 Cocci En paires, en chaine -
BL 10 Cocci En paires, en chaine -
BL 11 Bacille Isolé, en paires, en chaine -
BL 12 Cocci Isolé, en paires, en chaine -
BL 13 Cocci En paires, en chaine -
BL 14 Cocci En paires, en chaine -
BL 15 Cocci En paires, en chaine -
BL 16 Bacille Isolé, en paires, en chaine -
BL 17 Cocci Isolé, en paires -
BL 18 Cocci Isolé, en paires -
BL 19 Cocci Isolé, en paires, en chaine -
BL 20 Cocci Isolé, en paires, en chaine -
BL 21 Cocci Isolé, en paires, en chaine -
BL 22 Cocci Isolé, en paires, en chaine -
BL 23 Cocci Isolé, en paires -
BL 24 Bacille Isolé, en paires, en chaine -
BL 25 Cocci En paires, en chaine -
BL 26 Cocci En paires, en chaine -
BL 27 Bacille Isolé, en paires -
BL 28 Cocci Isolé, en paires, en chaine -
BL 29 Cocci Isolé, en paires, en chaine -
BL 30 Cocci Isolé, en paires, en chaine -
S :
= -: \Vzo z:.'_\’\ (™ (C)
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Figure 15 : Aspect microscopique de quelques isolats lactiques ; (a) et (c), état frais ; (b),

coloration de Gram (G xI00)
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3-4- Caractérisation physiologique et biochimique des isolats lactiques

Les résultats des tests physiologiques et biochimiques sont consignés dans le tableau 13.
Cette identification phénétique a permis d’affilier les souches au genre correspondant. Le test
ADH a été effectué uniquement pour les isolats hétérofermentaires.
Parmi les coques lactiques, cing souches (BL14, BL19, BL22, BL23, BL30) sont
homofermentaires, poussent a 10°C, mais sont incapables de se développer a 45°C, a 6,5%, et
a 18% (p/v) de NaCl et a pH 9,6. Elles se rapprochent du genre Lactococcus.
Les cing autres coques codés (BL5, BL6, BL7, BL9, BL13) sont homofermentaires, ne
poussent pas a 10°C, a 6,5% et a 18% (p/v) de NaCl, aux pH 4,4 et 9,6. Ces caractéristiques
sont celles du genre Streptococcus. Alors que les souches suivantes (BL10, BL15, BL25,
BL26) sont hétérofermentaires, poussent a 10°C, mais pas a 45°C, a pH 9,6 et a 18% (p/v) de
NaCl, et qui sont ADH négatif, elles ont été orientées vers le genre Leuconostoc.
Le reste des coques homofermentaires (BL1, BL2, BL3, BL4, BL8, BL12, BL17, BL18,
BL20, BL21, BL28, BL29), ont la capacité de croitre a 10°C, a 45°C, aux pH de 4,4 et 9,6, et
a une concentration en NaCl de 6,5 % (p/v), mais pas a 18%, traits caractéristiques du genre
Enterococcus.
Les quatre souches de forme bacillaire sont représentées par BL11, BL16, BL24, BL27 et
appartenant probablement au genre Lactobacillus. Les trois premiers isolats sont
homofermentaires et thermophiles (se développent a 45°C, mais pas a 10°C). Ces
caractéristiques sont celles du groupe Thermobacterium. Alors que la derniére souche est
mésophile (pousse a 10°C mais pas & 45°C); il s’agit probablement du groupe de
Streptobacterium.
L’identification selon les criteres morphologiques, physiologiques et biochimiques a permis
de mettre en place une collection représentée par cing genres de bactéries lactiques dont leur
distribution selon le pourcentage d’apparition est illustrée par la figure 17.
La dominance du genre Enterococcus représenté par 40% est claire. Il est suivi par les genres
Streptococcus et Lactococcus avec un pourcentage de 17. Enfin, les genres Leuconostoc et
Lactobacillus ont un pourcentage de 13.
La figure 16 représente quelques photos des résultats obtenus pour la caractérisation

physiologique et biochimique des isolats lactiques.
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Figure 16 : Exemple de résultats de quelques tests physiologiques et biochimiques ; (a) et (b),
type fermentaire ; (c), test ADH ; (d), croissance a pH 9,6 ; (e), croissance a pH 4,4.
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® Enterococcus ™ Streptococcus ™ Leuconostoc
Lactobacillus ™ Lactococcus

Figure 17: Répartition des genres de la collection lactique (%)
Il n'y avait pas assez de recherche en ce qui concerne 1’isolement de bactéries lactiques a
partir du beurre de vache traditionnel, mais il existe d'autres parts plusieurs travaux ayant
portés sur les produits laitiers. Les résultats obtenus sont proches de celles obtenus avec
plusieurs études.
L’identification realisée par Bakhouche en 2006 de soixante six souches a partir de 18
échantillons du lait cru de vache appartenant a six stations d’¢levage de la région de
Constantine a permis I’isolement des genres suivantes : Streptococcus, Lactococcus,
Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc, et Lactobacillus. Alors que 1’étude faite par Badis
et al. (2004) sur 725 isolats lactiques du lait de chévre a permis leur classement dans les
genres Lactobacillus (31,6%), Lactococcus (28,4%), Leuconostoc (22,2%), Streptococcus
(13,7%) et Pediococcus (4,1%). Trois genres (Lactobacillus, Lactococcus et Leuconostoc) ont
été identifiés dans le travail portant sur Iben et jben marocains selon des criteres
morphologiques et biochimiques (Lairini et al., 2014).
Quant a la dominance du genre Enterococcus, elle peut étre due aux mauvaises conditions de
la traite et aussi a la résistance du germe a ces conditions (Garvie, 1986). Selon Giraffa
(2003), les entérocoques doivent étre considérés comme faisant partie de la flore microbienne
normale du lait cru.
Il faut noter que I’identification phénotypique est tres limitée et sans doute, 1’utilisation des
techniques moléculaires apportent plus de description de la biodiversité microbienne dans cet

écosysteme.
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Tableau 13 : Caractérisation phénotypique des isolats lactiques
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4- Résultats de I’utilisation de la galerie biochimique API 50 CH

Les dix isolats sélectionnés selon leur vitesse d'acidification (voir section 5-1)
appartiennent aux genres Enterococcus, Leuconostoc, Lactobacillus et Lactococcus. Ils sont
analysés pour leur capacité fermentaire sur les 49 tests biochimiques constituant les galeries
API 50 CH. Les profils de fermentation des glucides obtenus sont répertoriés dans le tableau
15. On recherche dans chaque tube 1’acidification produite qui se traduit par le virage au jaune
du pourpre de bromocrésol (I’indicateur de pH contenu dans le milieu), pour le test esculine
(tube 25), on observe un virage du pourpre au noir.
La comparaison des profils de fermentations des sucres des isolats avec le logiciel
d’identification de Biomérieux a permis I’identification de sept isolats. Deux isolats sont des
Leuconostoc mesenteroides ssp. Mesenteroides, un Leuconostoc lactis, un Lactobacillus
delbrueckii ssp. Lactis, deux Lactococcus lactis ssp. Diacetylactis et un isolat Lactococcus
lactis ssp. Lactis. Cependant, le systeme APl 50 CH ne semble pas assez discriminant pour la
caractérisation des souches du genre Enterococcus.
L’étude réalisée par Ouadghiri (2009) sur I’identification de 300 bactéries lactiques du lait cru
et de ses dérivés « Lben » et « Jben » marocains par des méthodes biochimiques (API 50 CH),
moléculaires (SDS-PAGE) et genotypiques (GTG)s-PCR a indiqué que I’identification par le

systéeme APl manque de précision.

Tableau 14: Résultats de 1’utilisation de la galerie biochimique API 50 CH

Code Souches caractérisées

BL10 Leuconostoc mesenteroides ssp. Mesenteroides
BL11 Lactobacillus delbrueckii ssp. Lactis

BL14 Lactococcus lactis ssp. Lactis

BL22 Lactococcus lactis ssp. Diacetylactis

BL23 Lactococcus lactis ssp. Diacetylactis

BL25 Leuconostoc mesenteroides ssp. Mesenteroides
BL26 Leuconostoc lactis

Figure 18: Exemples des résultats de I’utilisation des API 50 CH pour I’isolat BL11
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Tableau 15: Reésultats de la capacité fermentaire sur les 49 tests biochimiques

Test / Isolats

BL10

BL11

BL14

BL22

BL23 | BL25 | BL26
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-, test négatif ; +, test positif ; +, test douteux.
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5- Caracterisation technologique des souches lactiques isolées

Des tests préliminaires du pouvoir acidifiant ont permis de sélectionner dix souches pour
une étude des aptitudes technologiques. Parmi lesquels se trouve, trois Leuconostoc doués de
pouvoir aromatique.
Les résultats chiffrés de 1’évaluation des aptitudes technologiques des isolats lactiques se

trouvent en annexe 7.

5-1-  Pouvoir acidifiant

Le suivi de I’évolution du pH et de I’acidité sur du lait écrémé pendant 24 heures de
fermentation a 30°C par les souches lactiques est représenté par la figure suivante.
La production d’acide lactique est observée avec 1’ensemble des isolats qui s’accompagne
d’un abaissement du pH du milieu. Aprés les six premiéres heures d’incubation, les valeurs de
pH sont comprises entre 5,63+0,01 et 6,21+0,04, en paralléle 1’acidité Dornic se situe entre
20,5+0,5°D et 31,5+0,5°D.
Parmi ces isolats, la souche BL17 a montré une forte diminution de pH du lait des les 6
premiéres heures d’inoculation et aussi une forte production d’acide lactique. Tandis que la
souche BL25 a montré une faible diminution du pH et la BL11 une trés faible production
d’acide lactique.
La diminution se poursuit pour atteindre des valeurs de 4,21+0,03 et 4,88+0,01 en 24 heures.
De méme 1’acidité Dornic se situe entre 63,0+3,5°D et 88,0+1,5°D.
Ces résultats, ont permis de classer les isolats BL11, BL12, BL14, BL17, BL26, BL28 dans
la catégorie des bactéries moyennement acidifiantes (40°D < acidité < 79°D), et les isolats
BL10, BL22, BL23, et BL.25 dans la catégorie des bactéries fortement acidifiantes (acidité
>79°D) (Hassain, 2013). Une différence dans la réduction du pH et la production d’acides
entre les genres, les especes et parfois entre les souches de la méme espéce a été soulevée par
de nombreux auteurs (Alonso-Calleja et al., 2002 ; Luquet et Corrieu, 2005).
Les souches ayant un profil dacidification du lait rapide se révélent comme étant de bonnes
candidates pour l'industrie des aliments fermentes, et pourront étre utilisées comme cultures
starters. De la méme maniére, les souches ayant montré un pouvoir d'acidification faible sont
utilisées, mais en cultures mixtes, pour d'autres propriétés importantes, par exemple 1’activité

aromatisante (Hassain, 2013).
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Figure 19 : Résultats de 1’évolution du pH et de 1’acidité Dornic
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5-2-  Pouvoir proteolytique

Le systéeme protéolytique des bactéries lactiques est composé de protéases associées a la
paroi cellulaire. Les peptides issus de la protéolyse sont ensuite dégradés par des
endopeptidases ou exopeptidases en acides aminés et en peptides courts (Yvon, 2006).
L'hydrolyse des caséines du lait modifie la texture et les acides aminés et les peptides libérés
sont des précurseurs des composés responsables de I'ardme des produits fermentés. L'activité
protéolytique est également une caractéristique technologique importante chez les bactéries
lactiques puisqu'elle leur confére la capacité de croitre efficacement dans le lait, ce milieu
étant deficient en sources azotées disponibles. Elle était reconnaissable par la présence d'un
halo clair autour des colonies sur la gélose MRS ou sur la gélose PCA additionnés de lait
écrémé (Thapa et al., 2006).
Les résultats de I'activité protéolytique des isolats sont résumés dans la figure 20. Les souches
ont montré une capacité importante de dégrader les caséines trouvées dans le milieu de culture
utilisé et selon les souches, le diameétre de la protéolyse varie de 9,0 a 50,0mm (figure 20).
Selon Vuillemard (1986), la souche est dite protéolytique si elle présente une zone de lyse
comprise entre 5 et 15mm.
D’aprés les résultats obtenus, il apparait que la souche BL14 (Lactococcus lactis ssp. Lactis)
est jugée la plus protéolytique avec un diametre de 50,0+5,5mm. Alors que 1’isolat BL26
(Leuconostoc lactis) est jugé le moins protéolytique avec un diaméetre de 9,0+1,5mm.
Ces résultats nous permettent de confirmer le caractére protéolytique des bactéries lactiques
comme il a été rapporté par les travaux de (Shirai et al., 2001 ; Francois et al., 2007). Ces
auteurs ont montré que les bactéries lactiques sont incapables de synthétiser plusieurs acides
aminés, mais sont pourtant bien adaptées a un environnement riche en protéines et pauvre en

acides aminés libres ; comme le lait ; grace a un systeme protéolytique bactérien complexe.

Isolat

BL28
BL26
BL25
BL23
BL22
BL17
BL14
BL12
BL11
BL10

50,0

B Zone de lyse (mm)

Figure 20 : Activité protéolytique (mm) des isolats lactiques
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Figure 21: Exemples de résultats obtenus pour I’activité protéolytique des isolats BL11 et

BL23 sur milieu PCA additionnés de lait écrémé

5-3- Pouvoir lipolytique

Il apparait, au travers des publications scientifiques, que les connaissances sur I’activité
lipolytique des bactéries lactiques soient encore fragmentaire (Lui et al., 2001). Les résultats
illustrés dans la figure 22 montrent que l'activité lipasique est généralement faible chez les
bactéries lactiques testées sur gélose aux triglycérides (figure 23), 30% des isolats sont
dépourvus de cette activité. La souche BL14 identifiee comme étant Lactococcus lactis ssp.
lactis est la plus lipolytique avec un diameétre de 6,5+0,5mm.
Les lactocoques et les entérocoques sont considérés comme les plus lipolytiques (KARAM et
al., 1998 ; Béal et al., 2008).

Isolat H Zone de lyse (mm)

BL28
BL26
BL25
BL23
BL22
BL17
BL14
BL12
BL11
BL10 55

Figure 22 : Activité lipolytique (mm) des isolats lactiques
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Figure 23 : Exemples des résultats obtenus pour I’activité lipolytique (isolat BL28)

5-4- Pouvoir texturant

La capacité des bactéries lactiques a synthétiser des exopolysaccharides (EPS) joue un réle
important pour les produits transformés, ceci afin d’améliorer la texture, éviter la synérese et
augmenter la viscosité des produits finis (Ho et al., 2007).
L’ apparition de colonies larges et gluantes n'a été détectée que chez 4 isolats (Tableau 16,
figure 24). Selon de nombreux auteurs, la production d’EPS dépend, principalement, de la
souche, du taux de croissance, de la température d'incubation, du milieu de culture, de la
vitesse d'acidification, du pH et de la quantité d'oxygene requis dans le milieu de culture
(Ricciardi et Clementi, 2000 ; Looijesteijn et al., 2001 ; Behare et al., 2009).

Tableau 16 : Résultats enregistrés pour 1’étude du pouvoir texturant des isolats lactiques

Code de souche Résultat
BL10 -
BL11 -
BL12 +
BL14 -
BL17 -
BL22 -
BL23 -
BL25 +
BL26 +
BL28 +

+, résultat positif ; —, résultat négatif

Figure 24 : Aspect de colonies des isolats lactiques BL25 et BL26 sur la gélose

hypersaccharosée
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5-5- Pouvoir aromatisant

Les bactéries lactiques sont capables de produire de nombreux composés aromatiques a
partir de différents substrats qui participent aux qualités organoleptiques des produits
fermentés (Cholet, 2006). Comme pour le pouvoir texturant, 4 isolats ont la capacité de
produire des composés aromatisants mis en évidence sur le milieu de culture Clark et Lubs
(tableau 17, figure 25).

Tableau 17 : Résultats enregistrés pour 1’étude du pouvoir aromatisant des isolats lactiques

Code de souche Résultat
BL10 +
BL11 -
BL12 -
BL14 +
BL17 -
BL22 +
BL23 -
BL25 +
BL26 -
BL28 -

+, résultat positif ; —, résultat négatif

Figure 25 : Exemples des résultats du pouvoir aromatisant des isolats lactiques

5-6- Pouvoir antibactérien

Quatre souches indicatrices d’altération a savoir Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Escherichia Coli (ATCC 25922), Bacillus cereus (ATCC 10876), Micrococcus luteus (ATCC
4698) sont utilisées pour 1’évaluation de 1’activité antibactérienne des isolats lactiques par la
méthode de contacte directe décrite par (Hernandez et al., 2005). L’inhibition se traduit par la
formation d'un halo autour de la souche ensemencée par touche. L'inhibition est considérée

comme positive si le diamétre de la zone est supérieur a 2mm (Thompson et al., 1996).
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D'apres les résultats obtenus (figure 26), il s'avére que 8 souches lactiques possedent une
activité antibactérienne vis a vis d’Escherichia coli dont les diamétres des zones d’inhibition
varient entre 5,0+7,0mm pour I’isolat BL12 a 25,0+4,0mm pour I’isolat BL22.

7 isolats ont aussi exprimé une activité antibactérienne vis-a-vis de Bacillus cereus dont
I’inhibition la plus élevée est de 24,0+8,5mm pour BL23. De méme, 6 isolats ont montré des
inhibitions vis-a-vis Micrococcus luteus avec un intervalle de 6,0£8,5mm a 21,0+1,5mm.

On a noté I’absence des inhibitions de toutes les souches lactiques Vis-a-vis de

Staphylococcus aureus.

300 1 Diamétre de la m Staphylococcus aureus
o5 . Zone de lyse en mm ® Escherichia Coli
W Bacillus cereus

20,0 - Micrococcus luteus
15,0 -
10,0

50

0,0 - Isolat

BL10 BL11 BL12 BL14 BL17 BL22 BL23 BL25 BL26 BL28

Figure 26: Activité antibactérienne (mm) des isolats lactiques

Il faut signaler que cette activité antibactérienne des souches lactiques peut étre due a la
production de plusieurs agents antibactériens. L'acide lactique et I'acidification du milieu
inhibent plusieurs types de bactéries. Aussi, ces souches produisent le diacétyle qui possede
aussi un pouvoir d'inhibition. L’H,O; libéré par les souches lactiques inhibe les bactéries qui
ne possedent pas des défenses contre le stress oxydatif (Ouwehand et Vesterlund, 2004).

Plusieurs études ont montré 1’activité inhibitrice des bactéries lactiques vis-a-vis des bactéries

pathogenes (Rodrigues et al., 2005 ; Hernandez et al., 2005).

6- Etude des interactions entre les souches lactiques sélectionnées

L’étude des interactions entre les isolats lactiques est nécessaire pour la reconstitution des
ferments mixtes qui seront utilisés dans la fabrication de la creme sure.
Apres 72 heures d’incubation a 30°C, I’absence d'une zone de lyse autour souches indique

I’absence d’antagonisme entre elles (tableau 18).
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Tableau 18 : Résultats de I’étude des interactions entre les isolas lactiques

Souche |BL10|BL11|BL12 |BL14 |BL17 |BL22 |BL23|BL25|BL26|BL28

+, résultat positif (symbiose) ; -, résultat négatif : (antagonisme)

Sur la base des résultats obtenus, plusieurs souches présentent des relations symbiotiques
entre elles. Pour reconstituer des ferments mixtes, le choix portera sur une souche acidifiante
et une autre aromatisante. Lors de cette étude, deux ferments mixtes reconstitués sont utilisés
(tableau 19).

Tableau 19 : Composition des ferments mixtes reconstitués

EMR1 BL10 |Leuconostoc mesenteroides ssp. Mesenteroides
BL22 |Lactococcus lactis ssp. Diacetylactis
L lacti . Lacti
FMR2 BL14 actococcus act|§ ssp. Lactis
BL26 |Leuconostoc Lactis

7- Aptitudes technologiques des ferments mixtes reconstitués
7-1-  Pouvoir acidifiant

La production d’acide lactique est une des principales fonctions des ferments lactiques en
technologie laitiere, car cet acide organique permet de concentrer et de conserver la matiéere
séche du lait, en intervenant comme coagulant et antimicrobien. En pratique, il convient de
prendre en considération deux aspects de la production d'acide lactique : la vitesse et le niveau
maximal de production car il existe des différences importantes entre les genres, les espéces et
méme entre les souches d'une méme espéce (De Roissart et Luquet, 1994).
Le suivi du pH et de I’acidité Dornic a 30°C pendant 24 heures du lait écrémé ensemencé a
raison de (1%, v/v) par les deux ferments mixtes reconstitués FMR1 et FMR2 est représenté
sur les figures 27 et 28.
Les résultats obtenus montrent que les deux ferments mixtes provoquent une diminution du
pH du lait au bout de 24 heures d’incubation de 6,50+0,01 a 4,42+0,04 pour le ferment FMR1
et de 6,51+0,01 a 4,62+0,06 pour le ferment FMR2. Cette diminution du pH est accompagnée
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par une accumulation de 1’acide lactique dont la valeur moyenne de 1’acidité Dornic obtenus

est de 82,0+2,5°D pour le ferment FMR1 et 78,0+1,5°D pour le ferment FMR2.

7,00 ¢
- E 651 6.45 —o— FMR1
e N 6.15 FMR2
r 6,42 \\
pH 6,00 + 6,10
5,50 -
5,00 -
450 -+
L 4,42
4,00
Oh 2h 4h 6 h 12h 24 h
Temps

Figure 27 : Evolution du pH a 30°C en fonction du temps des ferments mixtes

90 N 82,0

—6—FMR1
FMR2

80 -
70
60 -
50 -

Acidité °D

40

30
: 17.0

20 + 160 10—~

”155“‘ 175

23,5

10 -

Oh 2h 4 h 6h 12 h 24 h

Temps

Figure 28 : Evolution de I'acidité Dornic a 30°C en fonction du temps des ferments mixtes

A to, l'acidité moyenne du lait est de 16,0+0,5°D alors que le pH est de 6,50+0,01. Aprés 2
heures d'incubation, aucun changement n’est observé. Cette phase correspond probablement a
la latence, nécessaire a 1’adaptation des souches a leur milieu comme cela a été suggéré par
Mannu et al. (2000).
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Aprés 6 heures d'incubation, les deux ferments FMR1 et FMR2 sont légerement plus
acidifiants, les valeurs d'acidité respectives sont 33,5+1,5°D, 28,5+0,5°D, et celles du pH sont
5,59+0,02, 5,78+0,04. Aprés 24 heures, il apparait que la production d’acides responsable de
I’abaissement du pH est plus prononcee. Ces resultats sont en concordance avec les résultats
trouvés par Cogan (1980), NoveL (1993) et Champagne et al., (2000).

7-2-  Pouvoir proteolytique

L'activité protéolytique des cultures mixtes a été recherchée sur gélose Plate Count Agar
(PCA) additionnée de lait ecrémé a 10% (p/v). Aprés incubation, cette activité s'est
manifestée par I'apparition d'un halo clair autour des colonies. On a constaté que sans
exception, les deux ferments FMR1 et FMR2 ont exprimé une activité protéolytique
importante avec un diametre de lyse de 33,5£3,0mm et 42,5+2,0mm respectivement (tableau
20).
Toutefois, il est important de garder a I'esprit que les souches tres protéolytiques ne sont pas
toujours les plus appropriées pour servir comme ferments lactiques. Une protéolyse excessive
peut entrainer la production incontrdlée de peptides amers et autres composés indésirables
(Buffa et al, 2005).
L'activité protéolytique dépend en partie de la composition chimique du milieu de culture
(Zadi-Karam, 1998 ; Drici, 2000 ; Hassaine, 2013). D'autres travaux ont démontré aussi
I'existence d'une relation directe entre I'expression de cette activité protéolytique et la
composition du milieu de culture et particulierement sa teneur en peptides libres (Marugg et
al., 1995 ; Meijer et al., 1996).

7-3-  Pouvoir lipolytique

Comme pour les cultures pures testés, les résultats obtenus montrent que les deux ferments
mixtes reconstitués FMR1 et FMR2 presentent aussi une faible activité lipolytique avec des
valeurs 4,5+0,5mm et 5,5+1,5mm respectivement (tableau 20).

7-4-  Pouvoir aromatisant

La plupart des composés aromatiques sont issus du métabolisme du citrate : I'acétoine et le
diacétyle sont les plus importants (Francois et al., 2007).
La production d'acétoine se traduit par 1’apparition d'un anneau rose a la surface sur milieu
Clark et Lubs. Pour les ferments mixtes, les résultats enregistrés révélent que les deux
ferments reconstitués FMR1 et FMR2 sont producteurs d'acétoine, donc ils ont un pouvoir
aromatisant qui va contribuer aux caractéristiques organoleptiques des produits fermentés
(tableau 20).
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7-4- Pouvoir texturant
L’apparition de colonies larges et gluantes a été enregistrée uniquement pour le ferment
mixte codé FMR2. Chamba (2008) a rapporté que les lactocoques comme les leuconostocs

sont capables de produire des EPS (tableau 20).

Tableau 20 : Résultats enregistrés de 1’évaluation des aptitudes technologiques des deux
ferments mixtes FMR1 et FMR2

Pouvoir protéolytique | Pouvoir lipolytique | Pouvoir aromatisant | Pouvoir texturant
FMR1 33,5+3,0mm 4,5+0,5mm + -
FMR2 42,5+2,0mm 5,5£1,5mm + +

8- Controéle de qualité de la creme sure

Le role principal des ferments est par conséquent d’initier et conduire le procédé de
fermentation selon les propriétés souhaitées dans le produit fini, ils contribuent également aux
caractéristiques organoleptiques, nutritionnelles et sensorielles des produits fermentés ainsi
que leur qualité hygiénique. L'impact sur la qualité du produit est fortement dépendant de la
souche utilisée et varie entre les souches selon leurs activités et voies métaboliques (Carminati
etal., 2010).
La sélection d'un ferment lactique est réalisée sur la base de nombreux critéres afin de
répondre a la fois aux spécifications demandées par I'utilisateur. Ces critéres relévent
habituellement des fonctionnalités technologiques des souches, de leurs performances, de
leurs propriétés probiotiques éventuelles et de leur sécurité. lls différent selon le type de
produit désiré, les caractéristiques des matiéres premieres a transformer et la technologie
appliquée. Enfin, leur robustesse, notamment lors des différentes phases de leur production,
constitue le critére ultime de sélection.
Cette sélection nécessite, de nombreux essais a 1’échelle industrielle. La performance d’un
ferment est estimée par la réalisation de fabrications, tout d’abord en laboratoire, sur de
faibles quantités de matieres premiéres.
Lorsque le ferment semble satisfaisant, il est ensuite testé, avec des quantités plus importantes
de matiéres premicres et un procédé plus proche d’une production industrielle (Corrieu et
Luguet, 2008).
Aprés avoir utilisé les ferments mixtes mésophiles reconstitués dans la fabrication de la creme

sure (Figure 28), un contrdle de la qualité physicochimique et microbiologique a été effectué.
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7

Creéme sure

Figure 29 : Aspect de la créme sure fabrique avec les deux ferments mixtes

8-1- Analyse physicochimique

La créme sure fabriqué a partir des deux ferments FMR1 et FMR2 a montré une
acidification importante aprés 24 heures d’incubation, le pH enregistré pour les deux ferments
est de 4,33+0,07 et 4,89+0,01, respectivement. Tandis que la valeur de I’acidité Dornic est de
87,0£1,5°D et 79,5+0,5°D.
L’un des plus importants parametres physicochimiques de la creme sure est sa teneur en
matiére grasse et aussi en humidité. Les résultats enregistrés par I’analyseur Food Scan™ -
FOSS avant ensemencement en ferment mixtes sont 39,55 + 0,13% de matiére grasse et
51,95+0,06% d’humidité (tableau 21).
Les analyses obtenus de la matiere seche totale et de I’extrait sec dégraissé dans la créme sure
sont respectivement 48,05+0,06% et 8,50+0,13%.
Ces valeurs se trouvent dans I’intervalle de valeurs recommandées par Kosikowski et Mistry
(1997) et Costello (2009).

Tableau 21: Resultats des analyses physicochimiques de la creme sure

Parametre Résultat

MG (%) 39,55+0,13
EST (%) 48,05 + 0,06
ESD (%) 8,50+ 0,13
Humidité (%) 51,95 + 0,06

8-2-Analyse microbiologique
L’analyse microbiologique de la créme sure fabriquée par utilisation des deux ferments
mixtes mésophiles a montré une absence de charge microbienne (tableau 22), donc ces

produits sont conformes aux normes algériennes (JORA N° 35 du 27-05-1998). Le produit
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fabrique est de qualité hygienique satisfaisante ceci peut étre dd au traitement thermique qui a
pour but de détruire les germes pathogenes et a I’effet de I’acidification obtenue par
fermentation lactique.

Tableau 22: Résultats de I’analyse microbiologique de la creme sure

ombre (UFC/ml) | Créme sure | Créeme sure | Norme
Germes (FMR1) (FMR2) | nationale
FTAM Abs Abs 3.10°
Coliformes totaux Abs Abs 10°
Coliformes fécaux Abs Abs 1
Staphylococcus aureus Abs Abs 10
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Conclusion et Perspectives

Les objectifs de cette recherche sont, principalement, I’isolement, la purification et la
caractérisation physiologique et biochimique de la microflore lactique indigéne du beurre cru
traditionnel algérien. Etudier les aptitudes technologiques des isolats puis reconstitution de
ferments mixtes mesophiles et leurs utilisations dans la fabrication de la créme sure.

Les analyses physicochimique et microbiologique du lait cru et du beurre traditionnel ont mis
en évidence une insuffisance de la qualité hygiénique. A partir du beurre cru, 64 souches ont
été isolées et purifiées mais seulement une trentaine d’isolats est caractérisé. En se basant sur
les résultats phénétiques, elles sont incluses dans cing genres : Lactococcus, Leuconostoc,
Streptococcus, Enterococcus et Lactobacillus. Une dominance du genre Enterococcus est
notée.

L’utilisation de la galerie biochimique API 50 CH a aboutit a la caractérisation de sept
souches lactiques ; deux souches sont des Leuconostoc mesenteroides ssp. Mesenteroides,
deux Lactococcus lactis ssp. Diacetylactis, une souche de Leuconostoc lactis, une souche de
Lactobacillus delbrueckii ssp. Lactis, et une souche Lactococcus lactis ssp. Lactis. |l faut
noter que I’identification phénotypique est trés limitée, et 1’utilisation des techniques
moléculaires permet mieux d’affilier les isolats a leur réel taxon.

L’évaluation des aptitudes technologiques a mis en évidence I’existence de bonnes
fonctionnalités technologiques chez les dix isolats testés. Cependant, ces pouvoirs varient
selon le genre de la souche. Elles sont également dotées d’activités antibactériennes vis-a-vis
de bactéries pathogeénes ou d’altérations.

L’étude des interactions entres les isolats, a permis de reconstituer deux ferments mixtes
mésophiles caractérisés par ’existence de symbiose entre les deux partenaires. Le premier
ferment FMR1 constitué de Leuconostoc mesenteroides ssp. Mesenteroides et de Lactococcus
lactis ssp. Diacetylactis, et le second FMR2 formé de Lactococcus lactis ssp. Lactis et de
Leuconostoc lactis.

L’¢évaluation des aptitudes technologiques des ferments mixtes montre que les deux ferments
présentent des aptitudes technologiques importantes. Les caractéres technologiques des deux
ferments sont satisfaisants pour une utilisation en industrie alimentaire. Ils possédent une
activité acidifiante importante, produisent des ardmes et sont dotés d’activité protéolytique.
Cependant, ils présentent une faible activité lipolytique et le ferment mixte codé FMR2 ne
produit pas d’exopolysaccharides.

L'évaluation de la qualité de la creme sure ensemencée par les ferments mixtes montre une
bonne qualité hygiénique qui répond aux normes fixées par la réglementation nationale
(JORA N° 35 du 27-05-1998).
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Enfin, ces résultats peuvent étre trés intéressants du point de vue technologique et

économique.

Perspectives

- Utilisation de nouvelles techniques d’identification moléculaires et génotypiques (SDS-
PAGE, HPLC, DGG, etc.) des bactéries lactiques ou d’autres bactéries qui ont une valeur
technologique ;

- Exploitation des ferments locaux identifiés par des approches moléculaires dans les
industries agro-alimentaires ;

- Le développement d’un laboratoire de production des ferments locaux a grande echelle et

d’un centre de collection de souches locales.
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Annexe 01

Milieux de culture

Les compositions sont données pour un litre d’eau distillée, le volume doit étre amené a
un litre d’eau a I’aide de la quantité nécessaire d’eau distillée. Le pH final, le temps et la
température d’autoclavage sont mentionnés ainsi que les modalités particulieres de
préparation.

Bouillon hyperacide

Glucose 509

Extrait de viande 5009

Peptone 1509

Eau distillée gsp 1000 mL
pH 4,0

Stérilisation : 120°C pendant 20 minutes
Sherman, 1937

Bouillon hyperalcalin

Glucose 5049

Extrait de viande 5049

Peptone 15049

Eau distillée gsp 1000 mL
pH 9,6

Stérilisation : 120°C pendant 20 minutes
Sherman, 1937

Bouillon hypersalé

Glucose 5049

Extrait de viande 5049

Peptone 15,049

NaCl (65-180) g

Eau distillée gsp 1000 mL
pH 7,5

Stérilisation : 120°C pendant 20 minutes
Sherman, 1937

Gélose Plate Count Agar (PCA)
Gélose pour numérotation

Peptone 5009

Extrait de levure 259

Glucose (Facultatif) 109

Gélose 15,0¢

Eau distillée gsp 1000 mL
pH 7,2

Stérilisation : 120°C pendant 20 minutes
Guiraud, 2003




Bouillon M17

Bouillon de Terzaghi

Peptone de soja 509
Peptone de viande 259
Peptone de caséine 254
Extrait de viande 509
Extrait de levure 2590
Lactose 5049
Acide ascorbique 0,50 ¢
Glycérophosphate de sodium 19,09
Sulfate de magnésium 0,25¢
Eau distillée gsp 1000 mL
pH 7,2

Stérilisation : 120°C pendant 15 minutes

Guiraud, 2003

Gélose M17
Gélose de Terzaghi
Peptone de soja 50¢
Peptone de viande 2590
Peptone de caséine 259
Extrait de viande 50¢
Extrait de levure 25¢g
Lactose 5049
Acide ascorbique 059
Glycérophosphate de sodium 19,09
Sulfate de magnésium 0,25¢
Gélose 13,09
Eau distillée gsp 1000 mL
pH 7,2

Stérilisation : 120°C pendant 15 minutes

Guiraud, 2003

Gélose hypersaccharosée

Extrait de viande 10,09
Extrait de levure 30g
Peptone 2549
Saccharose 150,0 g
K,HPO, 209
NaCl 1049
MgSQ,, 7H,0 0,29
Gélose 15049
Eau distillée gsp 1000 mL
pH 6,8

Stérilisation ;: 120°C pendant 15 minutes

Leveau et al., 1991




Bouillon MRS

Bouillon de Man Rogosa et Sharpe

Peptone 10,09
Extrait de viande 10,09
Extrait de levure 509
Glucose 20,09
Tween 80 1,0 mL
Phosphate dipotassique 209
Acétate de sodium 5049
Citrate triammonique 2049
Sulfate de magnésium 200,0 mg
Sulfate de manganése 50,0 mg
Eau distillée gsp 1000 mL
pH 6,5

Stérilisation : 120°C pendant 15 minutes

Guiraud, 2003

Gélose MRS
Milieu de Man Rogosa et Sharpe
Peptone 100g
Extrait de viande 1009
Extrait de levure 5049
Glucose 20,09
Tween 80 1,0 mL
Phosphate dipotassique 20¢g
Acétate de sodium 5049
Citrate triammonique 20¢g
Sulfate de magnésium 200,0 mg
Sulfate de manganése 50,0 mg
Gélose 1509
Eau distillée gsp 1000 mL
pH 6,5

Stérilisation : 120°C pendant 15 minutes

Guiraud, 2003

Gélose VF
Gélose Viande-Foie
Extrait de viande-foie 10,09
Peptone 20,0g
Extrait de levure 10,09
Glucose 5049
Gélose 15049
Eau distillée gsp 1000 mL
pH 7,6

Stérilisation : 120°C pendant 15 minutes

Guiraud, 2003




Milieu Baird-Parker (BP)

Tryptone 10,09
Extrait de viande 509
Extrait de levure 109
Chlorure de sodium 5049
Gélose 20,09
Sulphamézathine de sodium a 0,2% (Facultatif) | 25,0 mL
Glycocolle a 12% 10,0 mL
Pyruvate de sodium a 20% 5,0 mL
Eau distillée gsp 1000 mL
pH 7,0

Stérilisation : 120°C pendant 15 minutes

Guiraud, 2003

Lait écrémé a 10%

Poudre de lait (0% MG) 100,09

Eau distillée gsp 1000 mL

Stérilisation : 110°C pendant 10 minutes

Sahnouni, 2013

Lait écrémé a 12%

Poudre de lait (0% MG) 120,09

Eau distillée gsp 1000 mL

Stérilisation : 110°C pendant 10 minutes

Sahnouni, 2013

Gélose MH
Gélose Mueller-Hinton
Extrait de viande 2,09
Hydrolysat acide de caséine 175¢g
Amidon 159
Gélose 10,09
Eau distillée gsp 1000 mL
pH 7,4

Stérilisation : 115°C pendant 15 minutes

Guiraud, 2003

Milieu de Méller a I'arginine

Peptone 5049
Extrait de viande 5049
Glucose 059
Pourpre de bromocrésol 0,1g
Rouge de crésol 5,0 mg
Pyridoxal 5,0 mg
Eau distillée gsp 1000 mL
pH 6,0

Stérilisation : 120°C pendant 15 minutes

On ajoute a chaque tube de milieu de base 1 mL d'acide
aminé (arginine) a 10% stérilisé par filtration

Guiraud, 2003




Bouillon MRS modifié
Peptone 10,09
Extrait de levure 5049
Glucose 20,09
Tween 80 1,0 mL
Phosphate dipotassique 209
Acétate de sodium 5049
Sulfate de magnésium 200,0 mg
Sulfate de manganése 50,0 mg
Gélose 15,0¢
Eau distillée gsp 1000 mL
pH 6,5
Stérilisation : 120°C pendant 15 minutes
Guiraud, 2003

Eau physiologique

Chlorure de sodium 85¢

Eau distillée gsp 1000 mL

Stérilisation : 120°C pendant 20 minutes

Guiraud, 2003

Gélose aux triglycérides
Peptone 509
Extrait de levure 309
Triglycérides 10,0 mL
Gélose 15049
Eau distillée gsp 1000 mL
pH 6,5
Stérilisation : 110°C pendant 15 minutes
Guiraud, 2003

Eau peptonée tamponnée

Peptone 20,09

Chlorure de sodium 50¢

Phosphate dipotassique 9,049

Phosphate monopotassique 159

Eau distillée gsp 1000 mL
pH 7,2

Stérilisation : 115°C pendant 30 minutes

Guiraud, 2003

Bouillon Sélénite au Cystéine (SC)

Tryptone 5049

Lactose 409

Phosphate disodique 10,09

Sélénite acide de sodium 4049

Cystéine 100 mg

Eau distillée gsp 1000 mL
pH 7,0

Stérilisation : 120°C pendant 15 minutes

Guiraud, 2003




Milieu de Clark et Lubs

Peptone 1009
Phosphate dipotassique 2,09
Glucose 5049
Eau distillée gsp 1000 mL
pH 7,0
Stérilisation : 120°C pendant 20 minutes
Guiraud, 2003
Bouillon EVA Litsky
Peptone 20,0¢g
Glucose 5040
Chlorure de sodium 500
Phosphate bipotassique 2,79
Phosphate monopotassique 2,7¢
Azide de sodium 0,39
Ethyl-violet 05¢g
Eau distillée gsp 1000 mL

pH 7,0

Stérilisation : 115°C pendant 20 minutes

Guiraud, 2003

Gélose VRBL

Gélose lactosée biliée au cristal violet et au rouge neutre
Peptone 709
Extrait de levure 5009
Sels biliaires 159
Lactose 10,09
Chlorure de sodium 5049
Rouge neutre 30,0 mg
Cristal violet 2,0 mg
Gélose 1209
Eau distillée gsp 1000 mL

pH 7,4

Stérilisation: 15 minutes d'ébullition (ne pas autoclaveé)

Guiraud, 2003

Gélose OGA
Gélose Oxytétracycline-glucose
Extrait de levure 5049
Glucose 20,09
Gélose 16,09
Eau distillée gsp 1000 mL

Adition : Oxytétracycline avant emploi

pH 7,0

Stérilisation ; 115°C pendant 20 minutes

Guiraud, 2003




Bouillon de Roth

Peptone 20,09
Glucose 509
Chlorure de sodium 500
Phosphate bipotassique 2,79
Phosphate monopotassique 2,79
Azide de sodium 0,29
Eau distillée gsp 1000 mL
pH 7,0

Répartir en tubes a essais (9-10 mL)

Stérilisation : 115°C pendant 20 minutes

Guiraud, 2003

Gélose biliée lactosée au vert brillant et au rouge de

phénol
Bile de beeuf déshydratée 20,09
Extrait de viande 500
Peptone 10,09
Extrait de levure 309
Phosphate disodique 109
Phosphate monosodique 0649
Lactose 10,09
Saccharose 1009
Rouge de phénol 90,0 mg
Vert brilliant 5,0 mg
Gélose 1509
Eau distillée gsp 1000 mL

pH 6,9

Stériliser par 5 minutes d'ébullition (ne pas autoclaver)

Guiraud, 2003




Annexe 02

Réactifs et autres produits

L’annexe 2 représente les réactifs et d’autres produits qui sont utilisés dans notre travail.

1. Réactifs de la coloration de Gram (Guiraud, 2003)

Solution de violet de Gentiane : 1g de violet de gentiane, 10mL d’alcool éthylique a
95%, 29 de phénol ajoutés a 100mL d’eau distillée.

Solution de Lugol : 1g d’iodure de potassium, 1g d’iode ajoutés a 300mL d’eau
distillée.

Alcool éthyligue : a 95%

Solution de Fuschine de ziehl : 1g de Fuschine, 10mL d’alcool éthylique a 95%, 5g de
phénol ajoutés a 100mL d’eau distillée.

2. Les souches pathogenes tests utilisés pour I’activité antibactérienne

Staphylococcus aureus (ATCC 6538).
Escherichia Coli (ATCC 25922).
Bacillus cereus (ATCC 10876).
Micrococcus luteus (ATCC 4698).

3. Autres réactifs et produits

Eau oxygénée.

Glycérol (5%).

NaCl.

Lait UHT écrémé (Badwa-HODNA lait).

Poudre de lait écrémé 0% matiéres grasses (ISIGNY SAINTE MERE - FRANCE).
Les sucres : glucose, saccharose, lactose.

Téllurite de potassium.

Alun de Fer.

Sulfite de sodium.

Réactifs Vogues-Proskaeur VPI et VPII.

Acide citrique.

Alcool ethylique : a 95%

La présure CHY-MAX®Powder plus NB de CHR HANSEN (composition: NaCl,

Chymosine, caséine peptone).



Annexe 03
Matériels et appareillages

L’annexe 03 représente la liste et les images des appareils et matériels utilisés dans la
présente étude.

1. La liste des appareils et matériels

Equipement Marque
Etuve MEMMERT - FRANCE
Bain marie MEMMERT - FRANCE
Balance de précision SARTORIUS - FRANCE
Microscope optique OPTIKA - ITALIE
Microscope optique adapté a I’ordinateur OPTIKA - ITALIE
Agitateur magnétique chauffant STUART- FRANCE
Réfrigérateur a (- 4°C) LG - COREE DU SUD
Congélateur a (-20°C et - 45°C) LG - COREE DU SUD
Agitateur-Vortex MS2 MINI SHAKER IKA
pH métre INOLAB
Equipement pour test d'antibiotique BETASTAR®COMBO 25 NEOGEN
Hotte microbiologique BIOMEDIS
Compteur colonies J.P-SELECTA
Centrifugeuse HETTICH EBA 20
Autoclave GETINGE
Analyseur MILKOSCAN FT2-FOSS
Analyseur FOOD SCAN -FOSS
Malaxeur BAGMIXER® 400 P
Balance pour sac Stomacher INTERSCIENCE
La loupe binoculaire MOTIC MICROSCOPES SMZ-140
La galerie API 50 CH BIOMERIEUX - FRANCE
Ecrémeuse TETRA PAK -SUEDE
Homogénéisateur TETRA PAK -SUEDE
Pasteurisateur TETRA PAK -SUEDE



https://www.google.dz/search?biw=1366&bih=599&q=busan&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MMk2MDJR4gAxM8rMc7RUs5Ot9POL0hPzMqsSSzLz81A4Vmn5pXkpqSkAF9gxzD4AAAA&sa=X&ved=0ahUKEwi93MygzrHJAhVL2BoKHSQqAW4QmxMIjAEoATAS
https://www.google.dz/search?biw=1366&bih=599&q=busan&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MMk2MDJR4gAxM8rMc7RUs5Ot9POL0hPzMqsSSzLz81A4Vmn5pXkpqSkAF9gxzD4AAAA&sa=X&ved=0ahUKEwi93MygzrHJAhVL2BoKHSQqAW4QmxMIjAEoATAS

2. Images de quelques appareils et matériels




Balance pour sac Stomacher Malaxeur
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Annexe 04

Protocoles

Coloration différentielle de Gram
Déposer une goutte d’eau physiologique stérile sur une lame propre.
Prélever un échantillon de colonie et mélanger avec la goutte d’eau physiologique, strier
et sécher par passage rapide sur la flamme d’un bec benzéne.
Couvrir le frottis par du cristal violet pendant 60 secondes.
Laver I’excés du colorant avec de I’eau distillée.
Couvrir de lugol pendant 30 secondes.
Laver a I’eau distillée pendant 5 secondes.
Rincer immédiatement le frottis avec 1’alcool absolu en inclinant la lame et par goutte a
goutte jusqu’a disparition compléte de la coloration violette.
Laver a I’eau distillée pendant 5 secondes.
Couvrir avec de la fuschine pendant 15 secondes.
Laver a I’eau distillée pendant 10 secondes.
Déposer une goutte d’huile a immersion sur le frottis et observer au microscope.
Les cellules Gram+ absorbent la couleur du cristal violet et demeurent bleues violettes,

contrairement aux cellules Gram- qui apparaissent distinctement rosatres.

Observation a I’état frais
Cette préparation consiste a examiner le microorganisme vivant en milieu liquide entre
lame et lamelle.
Une goutte de suspension microbienne est déposée au centre de la lame. Cette goutte
doit étre de petite taille pour éviter les debordements.
Dans le cas d’une culture sur milieu solide, une goutte d’eau est déposée sur la lame et
une tres faible quantité de produit est prélevé a I’6se et dissociée dans la goutte.
Une lamelle est ensuite appliquée sur la goutte en évitant de crées des bulles d’air et des
débordements a la limite entre lame et lamelle et toujours en conditions aseptiques.

Déposer une goutte d’huile a immersion sur lamelle et observer au microscope.



Annexe 05

Examen Microscopique

L’examen des isolats lactiques nécessite 1’usage d’un bon microscope optique, nous
avons utilisés pour notre travail le microscope optique lié a 1’ordinateur avec logiciel
« Motic images 2000 version 1,3 ».

Motic image fournit une vaste gamme d’utilisation, il permet de visualiser la vidéo en
directe, de capturer des images, manipuler et de mesurer.

Les préparations microscopiques sont effectuées sur des lames de verre ordinaire propre,
éventuellement dégraissées et elles sont essuyées au papier Joseph.

Les préparations microscopiques utilisées pour notre étude sont de deux types : état frais

et frottis.

Examen a 1’état frais

B¢













Examen aprées la préparation d’un frottis avec la coloration
différentielle de Gram













Annexe 06

Fiches Techniques

L’annexe 6 représente les fiches techniques des appareils utilisés dans notre travail.

MILKOSCAN-FOSS

Le principe de mesure des appareils FTIR (MilkoScan) est basé sur 1’absorption d’énergie
Infra Rouge.
L’échantillon est pompé, réchauffé et positionné dans une cellule de mesure.
Il est traversé par un faisceau de lumiere Infra-Rouge.
On parle de transmission moyenne Infra Rouge.
Le systeme optique utilisé est un Interférometre a Transformée de Fourier, qui permet de
balayer instantanément le spectre complet dans le moyen Infra Rouge.
Le spectre d’absorption est ensuite transformé en résultat par une €équation de calibration
spécifique du produit et du parametre mesure.

Pompe

Pompe haute- Valves etcontre-  pgristaltique
pression . presswin 1

ST l \ AN
Flacons pour liquides Bloc cuvette Valves et contre-  Homogénéisateurs *Echange de
Zero et Nettoyage Filtre en-Ligne pression + stop valve température

~ Circuit de pompage détaillé ~



Spectre
électromagnétigque

spectre de lalumiére visible
400 - 700 nm

Rayons
Gamma

Ondes radio:
Rayons X Ultra- :

) Infrarouges Four
violets

100 hm 1mm 1cm 1m 1km
(i -'A' .-'A's -{\ /.\//\ / -
ARVAVRVIRV

~ Spectre Electromagnétique ~
Les données spectrales sont traitées en transmission sur le domaine du Moyen Infra-Rouge
(2500 a 10000nm).
L’échantillon est soumis au rayonnement d’une lumiere définie par une certaine longueur
d’onde. La mesure consiste a quantifier les changements de la puissance de la lumiére induits

par I’échantillon. La quantité de lumiére transmise c’est a dire non absorbée par 1’échantillon
est mesurée.



FOODSCAN — FOSS :

Principe de la mesure

La spectroscopie Proche Infrarouge (NIR) est basée sur I’interaction entre la lumiére et la
matiere organique.

La lumiére a long temps été définie soit comme un corpuscule (théorie défendue par
Newton), soit comme une onde (théorie défendue par De Huygens). L’approche quantique de
la physique a démontré la dualité de la lumiere, a savoir que la lumiere se comporte soit
comme une onde (onde électromagnétique), soit comme un corpuscule (photons) selon
I’observation.

Le comportement ondulatoire de la lumiére est caractérisé par 3 grandeurs :

- La longueur d’onde (distance parcouru entre 2 maximas, ou 2 minimas),

- L’amplitude (intensité de la lumiére)

- La célérité (vitesse de la lumiére dans le milieu).

La matiére peut étre modélisée comme un oscillateur anharmonique : en raison des forces de
répulsions entre électrons voisins, et des forces d’attraction entre les électrons d’un atome et
les protons des atomes voisins, les liaisons chimiques sont continuellement oscillent.

Ainsi, méme a 1’état fondamental (équilibre thermodynamique) la molécule est en vibration.

Par conséquence, chaque type de liaison chimique est défini par une fréquence de vibration.

Cette vibration naturelle a pour conséquence de modifier le moment dipolaire des liaisons (si

existant).

I'l' détecteur

Lumiére incidente Lumiére transmise

ITEC169A

~ Principe de la mesure NIR sur le FOODSCAN ~



Dans le cas du FOODSCAN ou le mode d’analyse est la transmittance, 1I’expérimentation fait
une sorte que seule 1I’énergie transmise soit mesurée. Si le mode d’analyse est la réflectance
(InfraXact par exemple), alors I’énergie transmise sera cette fois nulle et seule 1’énergie

réfléchie est mesurée. Le mode d’analyse est a choisir selon I’application.

FOODSCAN irradie donc D’échantillon d’une succession de lumiére monochromatique
(longueur d’onde entre 805 et 1050 nm, avec une résolution de 2 nm) et mesure ensuite la
quantité d’énergie transmise.

Le résultat de la mesure du FOODSCAN est alors une valeur d’absorbance tous les 2nm entre
850 et 1050 nm.

FOSS préconise donc de mettre en place un plan de contrdle sur chacun de vos produits.



BETASTAR® COMBO 25 - NEOGEN: :

Présentation du test
Le coffret Betastar COMBO 25 contient :

25 flacons de récepteurs.
1 flacon blanc contenant 25 bandelettes.
1 seringue et 25 emboults.

1 notice d’information.

Petit matériel : incubateur « fond plat » régulé a 47,5°C.

Mode opératoire :

Sortir un flacon de récepteurs du coffret et s'assurer que tout le lyophilisat se trouve au
fond du flacon.

Remarque : pour faire descendre le lyophilisat au fond du flacon, frapper délicatement
le flacon sur une surface solide.

Enlever la capsule et le bouchon du flacon de récepteur.

Placer un embout neuf sur la seringue.

Prélever 0,2mL de lait a tester.

Distribuer les 0,2mL de lait dans le flacon de récepteur.

Reboucher le flacon et agiter doucement en tournant le flacon afin de dissoudre tout le
lyophilisat.

Mettre le flacon dans un des puits de I'incubateur stabilise a la température de 47,5°C.
Au bout de 2 minutes, ouvrir le flacon blanc et prendre une bandelette.

Introduire la bandelette dans le flacon. Laisser en incubation a 47,5°C.

3 minutes apres I’introduction de la bandelette dans le flacon, retirer la bandelette et

lire immédiatement.

Précautions :

Lors de la mise en ceuvre du test Betastar COMBO, il convient d'avoir les mains
propres et séches pour eviter toute contamination des reéactifs.
Pour assurer le bon résultat, il convient d'avoir un bon mélange du lait et du récepteur

au cours de la premiére étape.
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Carbohydrates

INTRODUCTION ET OBJET DU TEST Bande 10 - 19

AP B0 CH est un systéme standardisé associant aTe

50 fests biochimiques permettant fétude du métabolisme | TU0® | Test Composants actifs {mglcup.}

des hydrales de carbone des microorganismes. API 10 GAL D-GALaclose 14

80 CH est uilizé en combinsison avec APl 50 CHL 1 GLU O-GLUCose 1,56

Medium pour lidentification  des  Lacfobaciius et 12 FRU [-FRUcloza 1.4

apparentes, avec APl 50 CHBE Medium pour 13 | MNE D-MahnosE B 14

ndemlﬂcﬂmﬁ des BBCI‘HUS e ﬂppﬂrﬁm des 14 SBE L-SorBasE 14

Er#emacrenacsaslr_ at Mbnam?cea&.l_La liste compléte 15 AHA L-RHAMNsEe 136

des bacléries oquil est possible didentifier avec ce 18 UL DULcital 136

sysiéme est présente dans le Tableay d'ldentification en = O Ol 14

fin de notice des milieux associés, 8 MAN O-MANNia! 138

PRINCIPE 19 S0OR D-S0Rbial 1,36

La galere ARl 50 CH est constituée de 50 microtubes Bande 20 - 20

permeliant Téfude de la fermentation de substrat, aTE

apparlenant & la famille des hydrates de carbone et | Tube | Tast Composants actifs {mgleup)

dérvés (hétérasides, polyalcools, acides uroniques). - : 23"'

Les lests de fermentation sont inoculés avec AP 50 CHL il MOM | Mathyl-oD-Manncpyranoside :

Medium ou APl 50 CHEI/E Medium qui réhydrate les |21 | MOG | hsthyl-oD-Glucopyranoside 1.28

substrats. 22 MAG H-AcétylGlucosaming 1,28

Durant la période dincubation, ka fermentation se traduit 3 | AaY AMYgdaline 1,08

par un changement de couleur dans be tube, di 4 une 24 ARB ARM!M 1,08

production d'acide en anaérobiosa révélée par lindicateur 25 | esc ESCuling 116

de pH au milieu choisi. Le premier tubs, sans principe citrate de ler (152

actil, sert de lémcin négatif, 26 SAL Su.mum 1,04

MOTE : La galerie APl 50 CH peut étre uiiisée pour 27 | CEL D-CELkobinge 1,32

efudier deux autres voies 28 MAL DM-‘-ITR.IS& : 14 |

- foxydation se traduisant par un changement de 29 | LAC | D-LACioee [origing bovine) 14
couleur dans la cupule, ¢l & une preduction d'acide en Eande 31} - 36
asrobiose révélée par lindicateur de pH du milieu choisi. - -

- lassimilation se iraduisani par une croissance du . QTE
microneganisme dans la cupule quand e subsirat est Tube | Test Camp actifs [mgicup.)
utilisd comme seuls source de carbone présante. 0 MEL D-MELibiose 1,32

Dans ce cas, le miliey employé pour linocuiation des 3 SAC D-SACcharosa 1.32

galeries doit étre choisi en fonclion du metabolisme el des a2 TRE D-TREhaloss 132

exigences du groupe microbien &uedids (voir paragraphe 33 INU INUEne 128

bibdingraphie). 34 MLZ O-MsLaZilose 1,52

35 RAF D-RAFfinosa 1,56

PRESEMTATION (Coffret de 10 tests) 30 AND AmiDan 1.28
- 10 galeries :ﬂF‘I 50 .CH a7 GLYG GLYcoGéne 1,28
- 10 boites dincubation ET LT AyLiTol 1.4
- 10 fiches de résultats 19 GEN GENliohiose 05
-1 notice

Bande 40 - 43

COMPOSITION DE LA GALERIE nee =

La composition de ka galerie API 50 CH est reportée dans | Tube | Test Composants actifs {mglcup.)

la liste des tests c-dessous | a0 TUR D-TURanase 132

Bande 0 -9 41 LY¥ D-LYXose 1,4

e 42 TAG D-TAGatose 14

Tube | Test Composants actifs sleuss 43 | DFUC D-FUCHse 1,28

MR 44 | LFUC L-FUCose 1,28
0 TEMD'NI 1 = 45 | DARL D-ARabitoL 14
1| oLy G Yeero o 46 | LARL L-ARabitoL 14
2| ERY il : 47| GNT potassium GiucoNaTe 1,84
3 ﬁx f“m'::: :: 48 | 2KG | polassium 2-CétoGluconate 212
: lum 5-CélaG te 1.8
5 | mB | D-RiBose 14 49 | SKC | potassiim Hemna
[ oYL D-KYLose 14 Les quaniilés indiquées peuvent éra ajustées en fonction
7 LXYL L-X¥Lose 1.4 des titres des matiéres premiéres.
] ADD D-AD ek 1,36
9 [ Misthyl-BO-Kylopyraneside 1,26
bichérieu®sa  Frangais - 1
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REACTIFS ET MATERIEL NECESSAIRES MAIS NON
FOURMIS
Réactifs :
- Miliew dinpcutaion :
AP S0 CHL Medium (Ref. 50 410
AP 50 CHBIE Medium (Ref, 50 430)
{# produits mentannés dans las nolices de ces
iilige)
aul autre miliew adapk
- Huile de paraffine (R&f 70 100)
- MeFarland Standand (Red, 70 S00) ou
DEMSBAAT (Ré&f. 99 234} ou Densilométe ATE®
- Lagical didartification {consulber bioMeénsus)

Matériel ;

- Pipattes ou PSlpetles

« Portoir pour ampoutas

- Protége-ampoules

- Ecowvillons

- Equipement général de laborataire de bactéalogie

PRECAUTIONS D'UTILISATION

» Pour diagnostic in vitro et pour contréle micro-
biologique.

« Pour usage professionnel uniguement.

» Ce coffret conlient des composants d'origine animale,
La maiirise de l'ongine ellou de I'éisl sanilaire des
animaw ne pouvart garant de fagon absciue que ces
produits ne  confienneni awcun  apent pathogéne
transmissible, il est recommandé de les manipuler avec
les  préceutions  dusage  refalives  auwx  produils
potentiellement infecliow: (ne pas ingérer, na pas
inhaler).

» Les prélévements, culfures baclériennes ef produits
enzemanceés doivent &ire considérés comme paten-
lielement infeclieux el doivenl &tre manipulés de fagan
appropride par un parsonnel compélent at averti. Les
techniques asepligues et les précautions wsuelles de
menigultion pow 2 groupe bactérien ébudié doment
#re respectées foul au long de la mardpulation | se
réferer 4 "HCCLS M20-A, Profecfion of Laborafory
Workers from Instument Biohazards and Infecfions
Cigeage Transmifted by Binod, Body Fluds, and Tissue;
Approved  Guidelne -  December 19907, Pour
informations complémentaires sur les précautions de
manipulation, s réiénar 4 "Biosafely in Microbikgical
and Biomedical Laboratories, HHS Publication Mo
(CDC) 93-B395, 3 Ediion (May 1993)" ou 4 |
réglamantalion an vigueur dans e pays dutilisation,

# Me pas ubiiser les réactifs aprés |a date de pérampion.

» Ayant uiilisation, s'assurer de lintégrité de l'emballage
des différents composants,

* Ne pas uiikser de galeries ayant subi une altération plhy-
sijue : cupale déformés, sachet déshydratant ouvert, ...

» Les periormances sont obtenues avec la méthodologie
indiqués dens cette nofice. Toute déviation de
methodologis peut aliérer las résultals.

» Limlarprétafion des sésultals du tesd dodt &tre faite en
{enant compte du conbede cinigue ou aulre, de Tarigine
du prélévement, des aspecis macro &l microscopiques
de la souche el éveruellement des réaultats d'avires
{ests, en pariculier de lantiiogrameme.

CONDITIONS DE STOCKAGE

Les galeries se conservent & 2-8°C jusqui ka date limite
d'ulEsation indiquée sur l'emballage.

ECHANTILLONS (PRELEVEMENT ET PREPARATION)

&P 50 CH na doit pas dtre uiilisé directement & partir des
prédvernants & onigine dinigue ou aulre,

Les microprganemes & identifier doivent dang un premier
femps &lre isokés surun mifiey de culture adagpbé selon les
fechniques usuelies da backérialogie,

MODE OPERATOIRE

Selon le milieu utilisg, AP1 50 CHL Medium ou AP
B0 CHEE Medium, lire attentivement la nolice
correspondante,

Préparation des galeries

Chague galens est consfiiuée de 5 bandes comprenant
chacure 10 fubes numéroés,

« Preparer ung boite dmcubation {fond &t couvercle).

o Inserire b2 sdberence de la souche sur 12 languetis
latérale de la bofte. (Ne pas instrire fa référence sur le
couvescle, celd-ci pouvand étre déglacé lors de b
manipulation.)

» Réparti eawiron 10 ml deaw distilée o démindraksée
[ou toute eaw sans addit ou dérivés suscaplibles de
libérer des gaz (Ex : Cl, COu )] dans les alvéales du
fand pour créer une aimosphére humide

» Sorfir les bandes de leur emballage, séparer en deux
leg bandes 0-19 ef 20-33 & les déposar dans le fond de
la boite d'incubation.

+ Compléder la galerie avea [ bands £0-49,

Préparation da l'inoculum

« Cultiver l& microorganisme sur un miliey adapié & sa
Croissanca,

« Venfier la puredé de la souche.

« Récolter catle culture par dcouvillonnage d'un midiey
sofide, ou par cenirifugation d'vn mibay liquide,

« Preparer linpcuum dans le mibew approprg  (voir
notices AP 50 CHL Medium et AP 50 CHEYE Medium).
Ceile suspension doit e ulilisée extemporanément.

Inpculation des galeries

Répartir fa suspension bactérienng & Faide dune pipetle
stérile dans les S0 tubes de la galerie en se confarmand
aux précautions suivarntes ;

# Incliner lgtremant vers Mfavant ka baite dincubation.

+ Ewiler |2 formation de bulles en posant 1a pointe de fa
pipette sur e cOté de la cupue.

« Lorsque le tube seul doil &lre inoculd, ne pas dépasser
L ferile supériewrs du fube afin de consenver une bonne
anaémobiose.

s Lorsque be tube et la cupule devent e complélement
remplis, &viter la formation d'un ménisgue concave au
COMEXE.

» Incuber las galeries & |s température optimum de
croissance du groupe de microsrganismes Eludids |
WG, AT, BEC.

Eiokibsipuxn® eg
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LECTURE ET INTERPRETATION

Lecture des galeries

La lecture des galeries est réalisée & des temps
dincubation définis (24 H, 48 H par exemple), dépendant
du microorganisme et du type de réaction étudié.

Le profil bicchimigue ainsi constifué sert & Fidentification
des lLaclobacilius et apparentés, des Bacilius el
apparentés, des Enferobacteriaceae et Vibrionaceas, a
I'aide du logiciel d'identification.

MOTE : Autres exploitations possibles des résultats

« Typaga épidémialogique de microorganisma,

Interprétation « Analyse taxonomique d'un groupe de microorganismes.
: P ; Classification d'une population bactérienne inconnue en
Interpréter chaque test (positif (+), négalif =), dowteux (7)) * popu
et les noter sur la fiche de résultats. groupes hemogénes.
CONTROLE DE QUALITE

Les galeries font Fobjet de contrdles de qualité systémaliques aux différentes étapes de leur fabrication. Un contrile
baciériclogique des tests de la galerie est de plus réalisable par Futilisateur :

Pour Lactobacillus : avec la souche Lactobacillus paracasel ssp paracasei NFCB 206 ou ATCC BAA-52 (avec APl 50
CHL Medium)

MNEENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEFEREEEREE NN R CEE e
1 I I S I I I I I I I I I I I I Y I I A I Y T IR I T I S I I I I I I I I I I I Y I I A ) I
LR L L R LB RN R LR R R R LR R R
Pour Bacillus : avec |a souche Bacillus palymyxa (*) ATCC 43865 (avec API 50 CHB/E Medium)
IREECECEEEEEEEEEEEECEEEEEEEEEEEEEEEREEEEEECCECEEE R
;q|-+--+++--\r++++-v--+--+-++++++++++ HH -] -]
a|-+--+++--+++++-u--+--+-++++++++++\r4+++_++__ ENERE
{*} Bacillus polymyxa ideniifié 4 Paenibacillus polymyxca sur API 50 CH et AF| 50 CHBIE Medium.

Résultats oblenus aprés incubation a 30°C,
Pour Enferobacteriaceas : avec la socuche Klebsiella pneumoniae ssp pnoumoniae ATCC 35657 (avec AP 50 CHB/E

Medium)
I REEDEEEEE R EEEEECECEEEEEEEEEE R EFEEEEEEECEEEECEEE
Sl L ] L] L ] ] L ] ] ] ] ] ] ] 4] o] ] el ] | ] ST L] ] T e e -
EEE e el EeEEEBCrEEEDEEEEE

ATCC : American Type Cultwe Collection, 10801 University Boulevard, Manasses, VA 20110-2208, USA,
MNCFB:  Mational Collection for Food Bacterla (=MCDOQ), Instiule of Food Research, Reading Laboratory, Earley Gate, Reading
RGE G6BZ, ENGLAND

Il est de |a responsabilité de lutilisaleur de s'assurer que le confrdle de qualité est mis en ceuvre conformément & la
legislation locale en viguewr.

LIMITES DU TEST

« Toule identification d'espéces non répertoriées dans les
bases de domnées AP| 50 CHL et APl 50 CHB/E ast
s0us la responsabilité de 'ulilisateur,

+ Seules des cultures pures contenant un seul type de
microorganisme doivent &tre utilisées,

RESULTATS ATTENDUS

Se référer aux Tableaw: d'denfification des milieux
associées.a cette galerie pour les résuliats attendus des
différentes réactions biochimigues.

PERFORMANCES

Se référer aux performances des milieux associés a calle
galerie.

ELIMINATION DES DECHETS

il incombe & chaque laboratoine de gérer les déchets al
les effluents qu'l produit selon leur nature et lewr
dangerosité, et den assurer (ou faire assurer) e
traitement el [l'dliminalion selon les réglementations
applicables.
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Annexe 07

Résultats en chiffres de 1’évaluation de quelques aptitudes
technologiques

~ Evaluation de la vitesse d’acidification des isolats lactiques par le calcule de ApH ~

Genre

Code

Oh

2h

4 h

6h

12 h

24 h

A pH

Enterococcus

BL1

6,53+0,01

6,50+0,07

6,34+0,01

6,13+0,03

6,05+0,04

4,67+0,03

0,40

Enterococcus

BL 2

6,54+0,01

6,48+0,06

6,33+0,00

6,09+0,02

5,84+0,03

4,67+0,01

0,45

Enterococcus

BL 3

6,54+0,00

6,39+0,01

6,31+0,01

6,11+0,01

5,84+0,08

5,10+0,03

0,43

Enterococcus

BL 4

6,53+0,01

6,45+0,04

6,32+0,00

6,10+0,01

5,85+0,04

4,66+0,01

0,44

Streptococcus

BL5

6,54+0,01

6,51+0,01

6,45+0,01

6,44+0,01

5,56+0,01

4,73+0,01

0,10

Streptococcus

BL 6

6,54+0,00

6,45+0,08

6,34+0,01

6,06+0,04

5,87+0,01

4,63+0,01

0,49

Streptococcus

BL7

6,54+0,00

6,51+0,01

6,46+0,03

6,44+0,03

5,94+0,03

5,82+0,02

0,10

Enterococcus

BL 8

6,54+0,00

6,51+0,01

6,41+0,01

6,21+0,04

5,22+0,04

4,61+0,01

0,34

Streptococcus

BL9

6,54+0,00

6,45+0,04

6,41+0,00

6,37+0,03

6,24+0,02

5,44+0,04

0,17

Leuconostoc

BL 10

6,54+0,00

6,39+0,01

6,23+0,01

6,13+0,01

5,31+0,01

4,41+0,03

0,42

Lactobacillus

BL 11

6,54+0,00

6,43+0,01

6,22+0,01

5,78+0,01

5,37+0,01

4,88+0,01

0,77

Enterococcus

BL 12

6,54+0,01

6,46+0,02

6,21+0,01

5,68+0,04

5,27+0,01

4,46%0,06

0,86

Streptococcus

BL 13

6,53+0,01

6,39+0,06

6,24+0,01

6,23+0,01

5,93+0,01

5,60+0,03

0,30

Lactococcus

BL 14

6,56+0,02

6,43+0,02

6,12+0,01

5,74+0,02

5,33+0,01

4,54+0,01

0,82

Leuconostoc

BL 15

6,54+0,00

6,32+0,02

6,27+0,02

6,21+0,04

5,48+0,00

4,24+0,03

0,33

Lactobacillus

BL 16

6,55+0,01

6,45+0,04

6,42+0,02

6,41+0,01

6,33+0,04

5,71+0,04

0,14

Enterococcus

BL 17

6,53+0,01

6,42+0,01

6,10+0,01

5,63+0,01

4,82+0,03

4,28+0,01

0,90

Enterococcus

BL 18

6,54+0,01

6,52+0,04

6,36+0,01

6,09+0,00

5,23+0,01

4,65+0,01

0,45

Lactococcus

BL 19

6,54+0,01

6,46+0,01

6,33+0,01

5,86+0,05

4,59+0,01

4,28+0,01

0,68

Enterococcus

BL 20

6,53+0,01

6,46+0,03

6,36x0,01

6,13+0,04

5,13+0,01

4,64+0,00

0,40

Enterococcus

BL 21

6,53+0,01

6,47+0,03

6,36+0,01

6,10+0,03

5,19+0,01

4,63+0,02

0,45

Lactococcus

BL 22

6,54+0,00

6,46+0,00

6,32+0,01

5,83+0,01

4,59+0,00

4,23+0,01

0,71

Lactococcus

BL 23

6,54+0,00

6,41+0,01

6,22+0,01

5,73+0,01

4,44+0,01

4,24+0,01

0,82

Lactobacillus

BL 24

6,54+0,00

6,45+0,01

6,44+0,02

6,41+0,01

6,35+0,02

6,09+0,02

0,13

Leuconostoc

BL 25

6,55+0,01

6,37+0,02

6,34+0,02

6,21+0,04

5,44+0,03

4,21+0,03

0,34

Leuconostoc

BL 26

6,55+0,01

6,31+0,01

6,19+0,01

6,12+0,02

5,81+0,01

4,82+0,01

0,43

Lactobacillus

BL 27

6,54+0,01

6,46+0,03

6,43+0,02

6,34+0,08

6,28+0,00

6,06+0,01

0,20

Enterococcus

BL 28

6,54+0,01

6,34+0,01

6,09+0,01

5,64+0,02

4,87+0,03

4,45+0,04

0,90

Enterococcus

BL 29

6,53+0,01

6,37+0,04

6,34+0,01

6,11+0,01

5,88+0,04

4,71+0,01

0,42

Lactococcus

BL 30

6,55+0,01

6,39+0,01

6,20+0,01

6,05+0,08

5,01+0,01

4,57+0,03

0,50




~ Evolution en chiffres du pH et de I’acidité Dornic durant 24 heures d’incubation a
30°C des isolats sélectionnés ~

Temps 0h 2h 4 h 6h 12 h 24h
Isolats pH AC pH AC pH AC pH AC pH AC pH AC

BL10 6,54+0,00 | 15,0+0,0 | 6,39+0,01 | 16,5:0,5 | 6,23£0,01 | 20,5+0,5 | 6,13+0,01 | 23,5+0,5 | 5,31+0,01 | 41,5+2,0 | 4,41+0,03 | 81,0+1,5
BL11 6,54+0,00 | 15,5+0,5 | 6,43£0,01 | 16,5+0,5 | 6,2240,01 | 19,5:0,5 | 5,7840,01 | 20,5+0,5 | 5,37+0,01 | 35,0+1,5 | 4,88+0,01 | 68,0+2,0
BL12 6,54+0,01 | 15,0+0,0 | 6,46+0,02 | 17,0+0,0 | 6,21+0,01 | 21,0+1,5 | 5,68+0,04 | 27,0+0,0 | 5,27+0,01 | 39,0+1,5 | 4,46+0,06 | 72,0+0,5
BL14 6,56£0,02 | 16,0+1,5 | 6,43+0,02 | 19,5+0,5 | 6,1240,01 | 22,5+0,5 | 5,74%0,02 | 26,5+0,5 | 5,33+0,01 | 40,5:0,5 | 4,54+0,01 | 76,0+1,5
BL17 6,53£0,01 | 15,5+0,5 | 6,42+0,01 | 16,5+0,5 | 6,1040,01 | 22,0+0,0 | 5,63%0,01 | 31,5+0,5 | 4,82+0,03 | 52,0+1,5 | 4,28+0,01 | 75,0+1,5
BL22 6,54+0,00 | 14,5+0,5 | 6,46+0,00 | 17,0+0,0 | 6,32+0,01 | 20,5+0,5 | 5,83+0,01 | 27,0+1,5 | 4,59+0,00 | 68,0+0,0 | 4,23+0,01 | 85,0+0,5
BL23 6,54+0,00 | 15,0+0,0 | 6,41+0,01 | 17,5+0,5 | 6,22+0,01 | 21,0+1,5 | 5,73+0,01 | 26,0+1,5 | 4,44+0,01 | 74,0+1,5 | 4,24+0,01 | 88,0+1,5
BL25 6,55£0,01 | 15,0+0,0 | 6,37+0,02 | 18,0+1,5 | 6,34£0,02 | 21,5+2,0 | 6,2140,04 | 22,5+0,5 | 5,44+0,03 | 32,5:0,5 | 4,21+0,03 | 80,0+2,5
BL26 6,55¢0,01 | 15,5+0,5 | 6,31+0,01 | 18,5+0,5 | 6,1940,01 | 21,5+0,5 | 6,1240,02 | 21,5+2,0 | 5,81+0,01 | 33,042,5 | 4,8240,01 | 63,0435
BL28 6,54£0,01 | 145+0,5 | 6,34+0,01 | 17,0415 | 6,0940,01 | 23,5+0,5 | 5,64+0,02 | 29,0415 | 4,8740,03 | 54,041,5 | 4,45+0,04 | 72,042,0

pH, potentiel hydrogéne

AC, acidité

~ Résultats en chiffres de I’étude de I’activité protéolytique et lipolytiques des isolats

pures ~
Code de souche | Activité protéolytique (mm) | Activité lipolytique (mm)
BL10 19,0+£4,0 55+15
BL11 21,0£2,0 0,0
BL12 40,0+45 0,0
BL14 50,0 £+ 5,5 6,5+ 0,5
BL17 350+2,0 5505
BL22 25,0%4,0 55+0,5
BL23 32,0+45 6,0+15
BL25 240+35 0,0
BL26 9,0+£15 6,0+1,0
BL28 10,0+ 2,0 25+35

~ Résultats en chiffres obtenus pour I’étude de I’activité antibactérienne des isolats
lactiques vis-a-vis de quatre souches pathogeénes (diameétre de la zone de lyse en mm) ~

Souche Staphylococcus aureus | Escherichia Coli | Bacillus cereus Micrococcus luteus
ATCC 6538 ATCC 25922 ATCC 10876 ATCC 4698

BL10 0,0 0,0 16,0+25 0,0
BL11 0,0 110+15 10,0£25 120+£25
BL12 0,0 50+£7,0 13,0+£4,0 175+35
BL14 0,0 18,5+2,0 125+£2,0 210+x15
BL17 0,0 16,5+45 155+05 6,0+85
BL22 0,0 250+4,0 225+35 0,0
BL23 0,0 10,0+ 25 24,0 £ 8,5 14+55
BL25 0,0 0,0 0,0 125+35
BL26 0,0 17,040 0,0 0,0
BL28 0,0 16,5+ 3,5 0,0 0,0




Annexe 08
Tableau de MAC GRADAY

L’annexe 8 représente le tableau NPP de MAC GRADY pour le dénombrement des
Streptocoques fécaux.

NOMBRE LE PLUS PROBABLE (NPP) POUR
TROIS SERIES PARALLELES

Index NPP Index NPP
Tubes positifs de (pour 10 g) Tube positifs de (pour 10 g)
10g 10g 01g 10g 10¢9 01g
0 o 0 00 2 2 3 40
0 0 1 0,3 2 3 0 3,0
o020 03 2 3 1 35
0 1 1 0,6 2 3 2 4,0
0 2 0 06 3 0 0 25
1 0 0 0,4 3 0 1 4,0
o+ 0 1 o7 3 0 2 65
1 0 2 1,1 3 1 0 4,5
ot 20 07 3 1175
1 1 1 1,1 3 1 2 115
tr2 01313160
1 2 1 15 3 2 0 9,5
3 01632 1150
2 0 0 0,9 3 2 2 20,0
2 0 114323 300
2 0 2 2,0 3 3 0 25,0
2 10 15 3 3 1 450
2 1 1 2,0 3 3 2 110,0
22 @333 W0
2 2 0 2,0
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Enterococcus (40%), Lactococcus (17%), Streptococcus (17%), Leuconostoc (13%),
.Lactobacillus (13%)
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Leuconostoc mesenteroides ssp. Mesenteroides, Lactococcus lactis ssp. Diacetylactis,
Leuconostoc lactis, Lactobacillus delbrueckii ssp. Lactis, Lactococcus lactis ssp. Lactis.
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Characterization of lactic acid bacteria isolated from raw butter,
assessment of their technological abilities and their use in sour cream
manufacturing

Summary

Dairy products are considered to be a good source of lactic acid bacteria. Currently in
Algeria, indigenous lactic flora of local traditional products has given a considerable interest.
Thirty lactic acid bacteria were isolated, purified and characterized from traditionally
manufactured raw butter in laboratory using cow's milk from El-Eulma municipality (wilaya
of Setif). These strains belong to five genera: Enterococcus (40%), Lactococcus (17%),
Streptococcus (17%), Leuconostoc (13%), and Lactobacillus (13%). characterization with
biochemical Gallery APl 50 CH has classified the strains within the following species:
Leuconostoc mesenteroides ssp. Mesenteroides, Lactococcus lactis ssp. Diacetylactis,
Leuconostoc lactis, Lactobacillus delbrueckii ssp. Lactis and Lactococcus lactis ssp. Lactis.
The results of the evaluation of the technological ability of pure cultures and mixed starters
demonstrate a good proteolytic activity, flavouring, texturizing, and antibacterial.
The application of reconstituted mixed starters in sour cream manufacturing revealed a better

hygienic quality that meets national and international standards.

Key words: lactic acid bacteria, raw butter, mixed starters, technological ability, sour cream.



Caracteérisation des bactéries lactiques isolées du beurre cru, évaluation de
leurs aptitudes technologiques et leur utilisation dans la fabrication de la
creme sure

Résumé

Les produits laitiers sont considérés comme une bonne source des bactéries lactiques.
Actuellement en Algérie, un intérét considérable est porté pour la flore lactique indigene des
produits traditionnels locaux. Trente isolats lactiques ont été isolés, purifiés et caractérisés du
beurre cru fabriqué traditionnellement au niveau du laboratoire a partir de lait de vache de la
commune d’El Eulma (wilaya de Sétif). Ces souches appartiennent a cinq genres:
Enterococcus (40%), Lactococcus (17%), Streptococcus (17%), Leuconostoc (13%), et
Lactobacillus (13%). La caractérisation par la galerie biochimique APl 50 CH, a classé les
souches a I’intérieur des espéces suivantes : Leuconostoc mesenteroides ssp. Mesenteroides,
Lactococcus lactis ssp. Diacetylactis, Leuconostoc lactis, Lactobacillus delbrueckii ssp.
Lactis, et Lactococcus lactis ssp. Lactis. Les résultats de I'évaluation des aptitudes
technologiques des cultures pures et des ferments mixtes reconstitués montrent une bonne
capacité d'acidification, certaines ont montré une bonne activité protéolytique, aromatisante,
texturante, et antibactérienne.

L’application des ferments mixtes reconstitués dans la fabrication de la créme sure a révelé

une meilleure qualité hygiénique qui répond aux normes nationales et internationales.

Mots clés: Bactérie lactique, beurre cru, ferments mixtes, aptitudes technologiques, creme sure.
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